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ZUSAMMENFASSUNG 
Hintergrund: Das duktale Adenokarzinom des Pankreas gehört bis zum heutigen Tage 
zu den Malignomen mit der fatalsten Prognose. Die einzige kurative Therapie besteht 
in einer kompletten Resektion des Tumors. Zudem stehen verschiedene Kombinatio-
nen aus Zytostatika zur Verfügung, welche zu einem verlängerten Überleben beitra-
gen. Epidemiologische Daten aus den letzten Jahren lassen darauf schließen, dass 
das Antidiabetikum Metformin einer Pankreaskarzinomerkrankung vorbeugen und das 
Überleben der Patienten, die bereits an einem solchem Malignom erkrankt sind, ver-
längern kann. Ziel dieser Studie war es, ein zuverlässiges Tiermodell für das Pankre-
askarzinom zu etablieren und die Wirkung von Metformin und dessen potentielle Sy-
nergie mit dem klassischen Chemotherapeutikum Gemcitabin, sowohl in vitro als auch 
in vivo, zu untersuchen. 
Methodik: In vitro wurden drei neuartige murine Karzinomzelllinien 6606PDA, 6606l 
und 7265PDA mit unterschiedlichen Konzentrationen Metformin, Gemcitabin oder de-
ren Kombination behandelt. Anschließend wurde der Einfluss der Chemotherapeutika 
auf die Zellproliferation, die Zellvitalität sowie auf die Apoptose evaluiert. Im Tierver-
such wurden 6606PDA-Zellen in den Pankreaskopf männlichen C57BL/6J Mäusen in-
jiziert und eine Woche später wurden die Tiere über drei Wochen mit Metformin, 
Gemcitabin, deren Kombination oder einem Placebo behandelt. 
Ergebnisse und Schlussfolgerung: Während Gemcitabin in vitro zu einer starken Hem-
mung der Zellproliferation in allen analysierten Zelllinien führte, reduzierte Metformin 
die Zellproliferation nur geringfügig. Zudem zeigte Metformin in vitro auch antagonisti-
sche Effekte zu Gemcitabin. So induzierte Gemcitabin den Zelltod, während Metformin 
den Gemcitabin-induzierten Zelltod nicht verstärkte, sondern hemmte. Dieser Sach-
verhalt konnte sowohl mittels Trypanblau-Assay, als auch durch die Darstellung von 
Cleaved Caspase-3 und Poly(ADP-Ribose)-Polymerase im Western Blot belegt wer-
den. In vivo konnte jedoch ein additiver Effekt von Metformin und Gemcitabin nachge-
wiesen werden. Sowohl Metformin als auch Gemcitabin führten zu einer Reduktion des 
Tumorgewichtes. Die Behandlung mit beiden Therapeutika reduzierte das Tumorge-
wicht jedoch stärker als die jeweilige Einzelbehandlung. Diese Daten zeigen, dass 
Metformin in Zukunft eine effektive und verträgliche Ergänzung zur klassischen Che-
motherapie des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas darstellen könnte.
Abstract 
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Abstract 
Background: Down to the present day the ductal adenocarcinoma of the pancreas re-
mains one of the most fatal malignancies. The only therapeutic option consists in an 
early and complete resection of the tumor. There are several combinations of cytostatic 
agents for the adjuvant, neoadjuvant and palliative treatment available, contributing to 
a prolonged survival. Epidemiological data from the recent years imply that the anti-
diabetic treatment with metformin reduces the risk for pancreatic cancer and extends 
the survival of patients suffering from this malignancy. The aim of this study was to 
establish a reliable animal model for pancreatic cancer and to investigate the effect of 
metformin and its potential synergy with the conventional chemotherapeutic agent 
gemcitabine in vitro, as well as in vivo.  
Methods: Three novel murine carcinoma cell lines 6606PDA, 6606l and 7265PDA were 
treated with different concentrations of metformin, gemcitabine or their combination in 
vitro. Subsequently the effect of those agents on cell proliferation, cell viability and 
apoptosis was evaluated. For the animal experiment 6606PDA cells were injected in 
the head of the pancreas of male C57BL/6J mice. After one week the mice were di-
vided into treatments groups and received either metformin, gemcitabine, the combi-
nation of these agents or placebo.  
Results and conclusion: Gemcitabine reduced the cell proliferation of all investigated 
cell lines significantly in vitro, whereas metformin lead only to a minor inhibition of cell 
proliferation. Furthermore metformin showed effects antagonistic to gemcitabine. 
Gemcitabine induced cell death while metformin did not enhance, but did inhibit gem-
citabine-induced cell death, as demonstrated by trypan blue assay as well as western 
blot detecting cleaved caspase-3 and Poly(ADP-ribose) polymerase. In contrast the 
combination of metformin and gemcitabine showed an additive effect in vivo. Metformin 
and gemcitabine lead both to a reduction of tumor weight and the combination of both 
agents increased this anticancerous effect.These data demonstrate that metformin 
could be used as an effective and well tolerated add-on for the conventional chemo-
therapy of the ductal adenocarcinoma of the pancreas. 
 





1.1.1 Anatomie und Histologie 
Das Pankreas ist ein ca. 16-20 cm langes, parenchymatöses Organ, welches endo-
krine und exokrine Funktionen besitzt. Es erstreckt sich quer auf Höhe des 2. Lenden-
wirbelkörpers von der Konkavität der c-förmigen Duodenalschlinge bis hin zum Milzhi-
lus und gliedert sich makroskopisch in die drei Anteile Kopf, Korpus und Schwanz [1]. 
Der endokrine Anteil macht nur etwa 2 % der Organmasse aus und besteht aus den 
sog. Langehans-Inseln. Diese Zellverbände sind weniger als 1 mm groß und finden 
sich disseminiert vor allem im Pankreaskorpus und -schwanz. Sie setzen sich feinge-
weblich überwiegend aus β-Zellen, einigen α-Zellen, sowie wenigen δ-Zellen und PP-
Zellen. Das exokrine Pankreas stellt den Hauptanteil  des Organs dar [2]. Das seröse 
Sekret der Bauchspeicheldrüse wird über den Ductus pancreaticus, der das Organ auf 
ganzer Länge durchzieht und gemeinsam mit dem Ductus choledochus in die Papilla 
duodeni major  mündet, in das Lumen des Duodenums drainiert [3]. Aufgrund seiner 
embryonalen Entwicklung aus einer ventralen und einer dorsalen Pankreasknospe 
liegt bei einem Teil der Individuen ein zusätzlicher Ausführungsgang, der Ductus pan-
creaticus accessorius vor [4,5]. Dieser mündet dann meist eigenständig in die Papilla 
duodeni minor ins Duodenum, seltener anastomosiert er mit dem Ductus pancreaticus 
im Pankreaskopf. Ausgehend von einer dünnen Lage lockeren Bindegewebes, welche 
das Pankreas kapselartig umhüllt, gliedern Septen das Organ in Läppchen. Jedes die-
ser Drüsenläppchen besteht aus mehreren hundert dicht gepackte, beerenförmigen 
Drüsenendstücken, den Azini, die jeweils aus etwa 70 pyramidenförmigen Azinuszel-
len aufgebaut sind. Jeweils zwei bis vier Azini drainieren gemeinsam in ein Schalt-
stück. Mehrere Schaltstücke vereinigen sich zu einem intralobulären Ausführungs-
gang. In den Bindegewebssepten vereinigen sich zahlreiche intralobuläre zu interlo-
bulären Ausführungsgängen, welche in den Ductus pancreaticus münden [2]. 
1.1.2 Physiologie 
Die Langerhans-Inseln dienen der Regulation der Glukosehomöostase. Eine erhöhte 
Blutglukosekonzentration führt zur Freisetzung von Insulin aus β-Zellen. Insulin fördert 
die Glukoseaufnahme der Zellen aus dem Blut und fördert die Glykogensynthese in 
Muskulatur und Leber. Sein Gegenspieler, Glukagon, wird von α-Zellen gebildet und 
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schützt durch Stimulation von Glykogenolyse und Glukoneogenese vor hypoglykämen 
Zuständen. Somatostatin aus δ-Zellen hemmt parakrin die Sekretion von Insulin und 
Glukagon, wohingegen das pankreatische Polypeptid der PP-Zellen die Sekretion von 
Pankreassekret und Galle hemmt [6]. Die Azinuszellen synthetisieren Verdauungs-
enzyme und speichern diese, überwiegend in Form inaktiver Vorstufen, als apikale 
Zymogengranula. Die Freisetzung aus den Azinuszellen erfolgt durch Exozytose in-
folge Stimulation mit Acetylcholin oder Cholezystokinin. Während seines Transports 
wird dem Enzymgemisch durch die Epithelzellen der intralobulären Ausführungsgänge 
bicarbonatreiche, alkalische Flüssigkeit hinzugefügt. Über die interlobulären Ausfüh-
rungsgänge gelangt das Pankreassekret in die Pars descendens des Duodenums und 
neutralisiert dort den sauren Chymus aus dem Magen. Durch duodenale Enteropep-
tidasen wird Trypsinogen zu Trypsin gespalten. Dieses aktiviert kaskadenartig die Zy-
mogene zu ihren aktiven Formen Chymotrypsin, Phospholipase A, Carboxypeptidase 
A und B. Lediglich Nukleasen, weitere Lipasen und die α-Amylase [7] werden in ihrer 
aktiven Form sezerniert. Auf diese Weise wird zum einen sichergestellt, dass die Ver-
dauungsenzyme am Ort ihrer Bestimmung tätig werden und zum anderen eine Auto-
lyse des Pankreas verhindert [7]. 
1.2 Pankreaskarzinom 
1.2.1 Pathologie 
Das duktale Adenokarzinom ist mit ca. 90 % die häufigste Entität unter den Maligno-
men des exokrinen Pankreas [8,9]. Es entsteht meist aus pankreatischen intraepithe-
lialen Neoplasien (PanIN), seltener aus intraduktalen papillär-muzinösen Neoplasien 
(IPMN) oder muzinös-zystischen Neoplasien (MZN) [9,10]. Die frühesten genetischen 
Alterationen im Verlauf der Karzinogenese sind die Mutation von onkogenem KRAS 
und die Telomerverkürzung, gefolgt von der Inaktivierung von CDKN2A. Schließlich 
erfolgt der Verlust der Tumorsuppressorgene TP53, SMAD4, und BRCA2 [11]. Histo-
logisch spiegeln sich diese genetischen Veränderungen in einer Progression von mi-
nimal dysplastischen Epithelzellen (PanIN 1A) über schwerere Dysplasiestufen (PanIN 
2 & 3) bis hin zum invasiven Karzinom wider [12]. Etwa 70 % der duktalen Adenokar-
zinome sind im Pankreaskopf lokalisiert, die übrigen im Korpus- und Schwanzbereich 
[13]. 
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1.2.2 Epidemiologie 
Das Pankreaskarzinom (PDA) ist weltweit die vierthäufigste krebsbedingte Todesur-
sache und führt global zu geschätzten 227 000 Todesfällen pro Jahr [14]. In der BRD 
erkrankten im Jahr 2010 16000 Menschen an Bauchspeicheldrüsenkrebs, entspre-
chend einer Inzidenz von 20/100000 pro Jahr, bei einem mittleren Erkrankungsalter 
von 71 Jahren bei Männern und 75 Jahren bei Frauen. Das Pankreaskarzinom ist die 
vierthäufigste Krebstodesursache in Deutschland und zeigt eine 5-Jahres-Überlebens-
rate (5-JÜR) von 8 % für beide Geschlechter [15]. Ursächlich für die schlechte Prog-
nose sind zum einen das Fehlen spezifischer Frühsymptome und somit die Diagnose 
in fortgeschrittenen Stadien, zum anderen die frühe und aggressive Metastasierung 
des Pankreaskarzinoms [16,17]. 
1.2.3 Risikofaktoren 
Vererbte Risikofaktoren sind für 5-10 % aller PDA-Fälle verantwortlich [18]. Individuen 
mit einem Verwandten 1. Grades, die an einem PDA erkrankten, haben ein 18-fach 
erhöhtes Risiko, im Laufe ihres Lebens selbst an einem PDA zu erkranken [19]. Ob-
wohl nicht alle Fälle von familiären PDA einer eindeutigen Mutation zugeordnet werden 
können, geht eine Vielzahl von bekannten genetischen Syndromen mit einem erhöhten 
Risiko für eine Pankreaskarzinomerkrankung einher. Dazu zählen die Fanconi-Anä-
mie, Ataxia teleangiectatica, FAMMM-Syndrom, familiäre adenomatöse Polyposis, das 
Lych-Syndrom und das Peutz-Jeghers-Syndrom. Auch Träger von Mutationen der Tu-
morsuppressorgene BRCA1 und BRCA2 sind vermehrt gefährdet: Während bei 
BRCA1-Mutationen das Risiko nur geringfügig erhöht ist, erhöht eine Mutation von 
BRCA2 das relative Risiko um 3,5 im Vergleich zur Normalbevölkerung ohne Mutation 
[20]. Demgegenüber stellt Nikotinabusus einen wesentlichen modifizierbaren Risiko-
faktor für die Entstehung des Pankreaskarzinoms dar. Das relative Risiko steigt mit der 
Anzahl der täglich konsumierten Zigaretten und der Dauer des Rauchens [21] und 
bleibt für mindestens 10 Jahre nach Beendigung des Konsums erhöht [22]. So sind 
etwa 20 % aller Pankreaskarzinomfälle auf das Rauchen zurückzuführen. Auch Über-
gewicht und Adipositas sind Risikofaktoren für die Entstehung von Pankreaskrebs. 
Eine Zunahme des BMI um 5 kg/m2 führt zu einer Erhöhung des Pankreaskarzinomri-
sikos um 12 % [23]. Dieser Zusammenhang erscheint plausibel, da hypertrophes Fett-
gewebe vermehrt Interleukin-1 (IL-1), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Plasmino-
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gen- Aktivator Inhibitor–1 (PAI-1) freisetzt und somit durch eine Förderung von Zell-
wachstum, Proliferation und Angiogenese zur Karzinomentstehung beitragen kann 
[24]. Während ein moderater Alkoholkonsum das Erkrankungsrisiko für Pankreaskar-
zinome nicht beeinflusst, führt ein Alkoholkonsum von 40 g oder mehr pro Tag zu einer 
signifikanten Risikoerhöhung. Da es sich beim chronischen Alkoholabusus jedoch um 
einen der Hauptrisikofaktoren der akuten und chronischen Pankreatitis handelt, lässt 
sich das attributale Risiko für den Alkoholkonsum alleine nicht sicher ermitteln [25]. 
Durch Vorliegen einer chronischen Pankreatitis erhöht sich das relative Risiko des Pa-
tienten, an einem PDA zu erkranken, auf 13,3. Allerdings entwickeln nur 5 % der Pati-
enten mit chronischer Pankreatitis im Verlauf eines Erkrankungszeitraums von 20 Jah-
ren ein Pankreaskarzinom. Bei Vorliegen einer hereditären Pankreatitis hingegen 
steigt das relative Risiko einer Pankreaskarzinomerkrankung stark an [26]. Bis zu 40 
% der Patienten mit hereditärer Pankreatitis entwickeln ein Pankreaskarzinom [27]. 
Durch den anhaltenden Entzündungsreiz kommt es zur Freisetzung von Zytokinen, 
Chemokinen und Sauerstoffradikalen. Diese verursachen DNA-Schäden und führen 
zu Proliferation und Neovaskularisation im Pankreasgewebe [28]. 
1.2.4 Therapie 
1.2.4.1 Chirurgische Therapie 
Die einzige kurative Therapieoption des Adenokarzinoms des Pankreaskopfes besteht 
in einer frühzeitigen Resektion des Tumors mittels Duodenopankreatektomie nach 
Whipple [29] oder mittels pyloruserhaltender Duodenopankreatektomie nach Tra-
verso-Longmire [30]. Die Wahl des jeweiligen OP-Verfahrens hat dabei keinen Einfluss 
auf das Gesamtüberleben der Patienten [31]. Da die meisten Patienten erst in einem 
fortgeschrittenen Tumorstadium vorstellig werden, sind nur 15-20 % der Pankreaskar-
zinomfälle einer chirurgischen Therapie zugängig [16]. Trotz kurativer Intention wird 
nach Duodenopankreatektomie nur eine 5-JÜR von maximal 25 % erreicht [32]. Bei 
Tumoren des Korpus kann eine subtotale Pankreaslinksresektion oder eine totale Pan-
kreatektomie erfolgen [33]. Bei Tumoren des Pankreasschwanzes erfolgt eine Pan-
kreaslinksresektion. Dabei sei erwähnt, dass der Anteil resektabler Tumoren bei Loka-
lisation im Korpus- oder Kaudabereich mit 10-12 % noch niedriger ist als es bei Tumo-
ren des Pankreaskopfes [34]. Dem entsprechend ist deren Prognose schlechter als 
die der PDAs des Kopfbereiches [35]. Eine Tumorresektion bei lokal fortgeschrittenen 
oder metastasierten Karzinomen ist onkologisch nicht sinnvoll [36]. 
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1.2.4.2 Neoadjuvante, Adjuvante und Palliative Therapieverfahren 
Zurzeit hat die neoadjuvante Therapie, in Form von Bestrahlung, Chemotherapie oder 
Radiochemotherapie (RCT) in der Behandlung potentieller resektabler Pankreaskarzi-
nome außerhalb klinischer Studien noch keinen Stellenwert [37,38]. In einigen Studien 
konnte jedoch die Rate an R0-Resektionen erhöht werden [39] und zur Primärresek-
tion vergleichbare Überlebensraten bei zuvor nicht resezierbaren Tumoren erreicht 
werden [40]. Allerdings fehlen randomisiert-kontrollierte Studien, um den Wert der neo-
djuvanten Therapiekonzepte abschließend zu beurteilen.  
Nach Resektion des Pankreaskarzinoms verbessert eine adjuvante Chemotherapie 
die Prognose im Vergleich zum alleinigen operativen Vorgehen [41,42]. Dabei sind die 
Zytostatika Gemcitabin und die Kombination 5-Fluoruracil (5-FU)+Folinsäure hinsicht-
lich des Gesamtüberlebens gleichwertig, jedoch zeigte das Gemcitabinregime eine 
bessere Verträglichkeit [43]. Ein zusätzlicher Nutzen der adjuvanten RCT im Vergleich 
zur alleinigen Chemotherapie wird kontrovers diskutiert. Während einige Arbeiten Vor-
teile erwiesen [44,45], zeigte sich in mehreren Studien keine Überlegenheit der RCT 
im Vergleich zur Observation oder Standardchemotherapie [41,46–48]. In der ESPAC-
1 Studie zeigte sich sogar ein negativer Effekt der Radiotherapie auf das Gesamtüber-
leben [49]. Diese Arbeit wurde jedoch für ihr Studiendesign kritisiert [50]. 
In der palliativen Therapie war 5-FU, bis zur Zulassung von Gemcitabin Mitte der 
1990er Jahre, lange Zeit das Standardtherapeutikum, hatte jedoch keinen Einfluss auf 
das Gesamtüberleben [51–53]. Burris et al. zeigten, dass die Therapie mit Gemcitabin 
in der Palliation des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms der damaligen Standardthe-
rapie mit 5-Floururacil signifikant überlegen ist. Dabei verlängerte Gemcitabin das me-
diane Gesamtüberleben nur um 1,24 Monate im Vergleich zu 5-FU, die Einjahrres-
überlebensrate betrug 18 % bei Patienten in der Gemcitabingruppe und 2 % in der 5-
FU-Gruppe [54]. Nach der Etablierung von Gemcitabin als Goldstandard gab es zahl-
reiche Bemühungen, die Ergebnisse der Chemotherapie durch Kombination von 
Gemcitabin mit anderen Zytostatika, wie beispielsweise 5-FU [55], Capecitabin [56], 
Oxaliplatin [57], Cisplatin [58], Irinotecan [59] und Pemetrexed [60], sowie mit zielge-
richteten Therapeutika wie Cetuximab [61], Bevacizumab [62], Erlotinib [63] und Af-
libercept [64] weiter zu verbessern. Dabei zeigten sich jedoch keine oder nur geringe 
Vorteile im Hinblick auf das Gesamtüberleben. Lediglich Erlotinib erhielt die Zulassung 
zur Therapie des fortgeschrittenen PDA. Eine wesentliche Verbesserung des Gesamt-
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überlebens konnte 2011 durch die Arbeit von Conroy et al. erreicht werden: Die Kom-
bination von 5-FU, Folinsäure, Irinotecan und Oxaliplatin, dem sogenannten FOLFIRI-
NOX-Schema, führte zu einem medianen Gesamtüberleben von 11,1 Monaten im Ver-
gleich zu 6,8 Monaten mit Standardtherapie. Es zeigte zwar häufiger schwere Neben-
wirkungen, wie febrile Neutropenie, Thrombozytopenie, sensorische Neuropathie und 
Diarrhö [65], führte jedoch zu einer geringeren Einschränkung der Lebensqualität im 
Vergleich zur Gemcitabintherapie [66]. Seit 2013 steht mit der Kombination aus Gemci-
tabin und nab-(nanoparticle-albumin-bound) Paclitaxel eine weitere Therapieoption 
zur Verfügung. Diese führt zu einer Verbesserung des Gesamtüberlebens mit durch-
schnittlich 8,5 Monaten verglichen mit 6,7 Monaten bei Gemcitabinmonotherapie und 
guter Verträglichkeit [67]. Für den Einsatz der RCT besteht auch bei lokal fortgeschrit-
tenen oder metastasierten Tumoren des Pankreas kein klarer Konsens. Während sich 
in einer Phase-III-Studie eine RCT im Vergleich zu Gemcitabin negativ auf die Morta-
lität auswirkte [68], konnten andere Arbeiten eine signifikante Verbesserung des Über-
lebens durch RCT belegen [69]. Es profitieren insbesondere die Patienten mit lokal 
fortgeschrittener Erkrankung von einer sequenziellen RCT, die unter initialer Chemo-
therapie keinen Progress erleiden [70]. Des Weiteren kann die Radiotherapie bei 
symptomatischen Metastasen und metastasenbedingten Komplikationen eingesetzt 
werden [71]. 
1.2.5 Einfluss von Diabetes mellitus und antidiabetischer Therapie auf das Pankreas-
karzinom 
Diabetes mellitus Typ 1 ist charakterisiert durch einen absoluten Insulinmangel auf-
grund einer immunologischen Schädigung von β-Zellen des Pankreas. Im Vergleich 
dazu ist Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) eine multifaktorielle Systemerkrankung und 
entsteht aus dem Zusammenspiel aus genetischer Prädisposition und Lebensstilfak-
toren und geht mit gestörter Glukosetoleranz, verminderter Insulinsensitivität bei rela-
tivem, und im Verlauf auch absolutem Insulinmangel, einher [72]. Im Zuge der demo-
grafischen Entwicklung und steigenden Prävalenz des metabolischen Syndroms, be-
dingt durch „moderne“ Ernährungsgewohnheiten und Bewegungsmangel, hat die Inzi-
denz des DM2 weltweit zugenommen und wird auch in Zukunft weiter ansteigen. Wäh-
rend im Jahre 1980 noch 153 Mio. Patienten an Diabetes erkrankt waren, stieg die 
Anzahl der Diabetiker bis zum Jahr 2008 auf 347 Mio. an. Somit betrug die weltweite 
Prävalenz des Typ-2-Diabetes 9,8 % bei Männern und 9,2 % bei Frauen [73]. In der 
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BRD betrug die Prävalenz von Diabetes mellitus in der Altersgruppe der 18-79-Jähri-
gen im Jahr 2013 7,2 % entsprechend einer Patientenzahl von 4,6 Mio. Dabei betrug 
der Anteil der Typ-1-Diabetiker unter den Erkrankten lediglich 1,1 % [74]. Seit Langem 
sind die Folgeerkrankungen von Diabetes aufgrund mikro- und makroangiopathischer 
Schädigung bekannt. In den letzten Jahrzehnten mehrten sich zudem Hinweise, dass 
Diabetiker ein höheres Risiko für Krebserkrankungen tragen. Dazu zählen Malignome 
der Leber, der Gallenwege, des Magen, des Kolorektums, der Niere, der Blase, der 
Mamma, des Endometriums sowie des Pankreas [75–77]. Obwohl einige Studien kein 
signifikant erhöhtes Risiko für Pankreaskarzinomerkrankungen bei Typ-1- Diabetikern 
finden konnten [78,79], zeigte eine Meta-Analyse von Stevens et al. ein erhöhtes rela-
tives Risiko von 2,0 für Pankreaskarzinome bei Patienten mit Typ-1-Diabetes. Da bei 
dieser Arbeit jedoch weder die histologische Entität der Pankreasneoplasie, noch die 
Unterscheidung zwischen Typ-1-Diabetes und maturity onset diabetes of the young 
(MODY) berücksichtigt wurden, bleibt eine Assoziation von Typ1-Diabetes und PDA 
jedoch fraglich [80]. Für Typ-2-Diabetiker zeigte die Meta-Analyse von Ben und Mitar-
beitern eine Erhöhung des relativen Risikos, an einem Pankreaskarzinom zu erkran-
ken auf 1,94 [76]. Da sich die Zuordnung von DM2 zu den Risikofaktoren des Pankre-
askarzinoms überwiegend auf Daten epidemiologischer Studien stützt, ist die Herstel-
lung eines Kausalzusammenhangs jedoch problematisch. Erschwerend kommt hinzu, 
dass bei einem Teil der Patienten ein Diabetes mellitus, im Sinne eines paraneoplas-
tischen Syndroms, der manifesten Tumorerkrankung vorausgeht [81–83]. Dieser Um-
stand ist konsistent mit der inversen Korrelation zwischen dem Pankreaskarzinomri-
siko und der Dauer der Diabeteserkrankung [84]. So zeigte die Arbeit von Pannala et 
al., dass 74 % der Pankreaskarzinompatienten, die gleichzeitig an DM2 erkrankt wa-
ren, eine Krankheitsdauer von weniger als 2 Jahren aufwiesen [85]. Die Zusammen-
hänge zwischen DM2 und PDA sind also komplex und bidirektional. Daher ist die tat-
sächliche Erhöhung des PDA-Risikos durch DM2 nicht sicher eingrenzbar.  
Auch die Wahl der antidiabetischen Therapie bei Typ-2-Diabetikern scheint Einfluss 
auf das Krebsrisiko und insbesondere auf das Pankreaskarzinomrisiko zu nehmen.
Die hierfür vorliegenden Daten sind jedoch heterogen und teilweise widersprüchlich. 
Während einige Autoren den Gebrauch von Insulin und Insulinanaloga mit einem er-
höhten Risiko für PDA in Verbindung bringen [86–88], zeigte die Arbeit von Iocara et 
al. eine Assoziation zwischen Insulin glargin und einem reduzierten Pankreaskarzi-
nomrisiko [89]. Auch für Sulfonylharnstoffe existiert keine klare Datenlage: In einigen 
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Studien zeigt sich eine Erhöhung des PDA-Risikos durch eine Therapie mit Sulfonyl-
harnstoffen [87,90], in einer Meta-Analyse von Soranna et al. sind diese jedoch ohne 
Einfluss auf das Erkrankungsrisiko für PDA [91]. Vor allem aber Metformin scheint aus 
der Sicht epidemiologischer Daten sowohl eine protektive Wirkung hinsichtlich des Er-
krankungsrisikos für PDA bei Diabetikern zu haben [92,93], als auch das Überleben 
von Pankreaskarzinompatienten zu verbessern [94].  
1.3 Tiermodelle des PDA 
In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Ansätze verfolgt, um ein naturnahes 
Pankreaskarzinommodell zu etablieren. Bereits Mitte der 1970er Jahre gelang die In-
duktion von Pankreaskarzinomen bei syrischen Hamstern durch die subkutane Injek-
tion des Karzinogens N-Nitrosobis(2-oxopropyl)Amine (BOP) [95]. Auch wenn diese 
Karzinome hinsichtlich Histologie und genetischem Profil starke Ähnlichkeit mit huma-
nen Karzinomen aufweisen, wird dieses Modell dadurch eingeschränkt, dass neben 
den häufigen Mutationen, wie z.B. Kras, eine Vielzahl von unbekannten Mutationen 
durch BOP ausgelöst werden und Hamster genetisch nur unzureichend mit dem Men-
schen vergleichbar sind. Bei Mäusen verursacht BOP hingegen überwiegend Malig-
nome von Lunge und Leber [96]. Auch andere Karzinogene führen bei systemischer 
Applikation nicht zur pankreasspezifischen Tumorentwicklung in der Maus. Die chemi-
sche Induktion von Pankreaskarzinomen bei Mäusen ist daher nur mittels direkter Im-
plantation von 7,12-Dimethylbenzanthracen (DMBA) als Feststoffpellet in den Pan-
kreaskopf nach Laparotomie möglich. Da bei diesem Modell die perioperative Mortali-
tät der Versuchstiere sehr hoch und die Anzahl der Tiere, die ein PDA entwickeln, mit 
unter 40 % jedoch sehr gering ist, scheint es in Anbetracht eleganterer Alternativen für 
eine breite Anwendung wenig geeignet [97]. 
Mit Hilfe von Gentechnik gelang es transgene Mäuse zu schaffen, s. g. genetisch mo-
difizierte Mäuse (GEM), die im Laufe ihres Lebens Malignome des Pankreas entwi-
ckeln. Bereits 1991 entwickelten Sandgren und Kollegen ein transgenes Modell, bei 
dem die Überexpression des c-myc-Onkogens unter Kontrolle des Promotors des azi-
nuszellspezifischen Elastase 1-Gens zur Tumorentwicklung führte. Die daraus resul-
tierenden Tumoren waren von gemischt azinär-duktaler Histologie und Vorläuferläsio-
nen, wie z.B. PanINs, wurden nicht beobachtet [98]. Des Weiteren ist hierbei anzumer-
ken, dass die Überexpression von MYC bei der Pathologie des PDA keine oder nur 
eine sehr geringe Rolle spielt [11]. Nachdem sich im Laufe der Jahre abzeichnete, 
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dass die Mutation von KRAS einer der ersten und wichtigsten Schritte der Karzinoge-
nese des PDA ist, versuchte man onkogenes KRAS mit den Promotoren von Cytoke-
ratin-19 oder Elastase 1 zu koppeln. Dies führte lediglich zu Inflammation oder zu prä-
malignen Läsionen von gemischt azinär-duktaler Histologie [99,100]. Erst Hingorani 
und Mitarbeitern gelang es durch Verwendung eines Cre/loxP-Systems transgene 
Mäuse zu züchten, die im Laufe ihres Lebens das volle Spektrum an PanINs entwi-
ckelten, welche zu duktalen Adenokarzinomen fortschritten. Diese Tiere werden als 
PDX-1-Cre; LSL-KrasG12D  bzw. P48+/Cre; LSL-KrasG12D–Mäuse bezeichnet. Durch Ex-
pression einer Rekombinase (Cre) im Lokus eines pankreasspezifischen Transkripti-
onsfaktors (PDX-1 bzw. P48) wird im Verlauf der pankreatischen Organogenese eine 
vor onkogenes KrasG12D gefloxte Stopp-Box exzidiert und KrasG12D der Transkription 
zugänglich gemacht [101]. Auf Basis dieses Modells wurden weitere transgene Maus-
modelle etabliert, mit denen sich die Auswirkungen der verschiedenen Onko- und Tu-
morsuppressorgene auf den Differenzierungsgrad und das Metastasierungverhalten 
des PDA untersuchen lassen [102,103]. Besonders hervorzuheben ist dabei die Kom-
bination von onkognenem KrasG12 und mutiertem Trp53R172H  in LSL-KrasG12D; LSL-
Trp53R172H; Pdx1-Cre-Mäusen, welche PDAs mit ausgeprägtem Metastasierungsver-
halten und Gemcitabinresistenz aufweisen [104,105]. Transgene Mausmodelle dieses 
Typs bieten zahlreiche Vorteile: naturnahe, schrittweise Progression des PDA über 
prämaligne Läsionen, Möglichkeiten zur Untersuchung einzelner Signaltransduktions-
wege und hohe Ähnlichkeit zur Histologie humaner PDAs. Nachteilig sind, neben den 
hohen Entwicklungskosten, einige Abweichungen von der humanen Tumorentwick-
lung. Die genetischen Veränderungen erfolgen in o. g. Tiermodellen gleichzeitig in ei-
ner frühen Phase der Embryonalentwicklung und betreffen daher alle Zellen des Pan-
kreas. Beim Menschen hingegen ist das PDA eher eine Erkrankung des höheren Le-
bensalters und geht aus einigen wenigen Zellen hervor, die schrittweise verschiedene 
Mutationen akquiriert haben. Durch neue Entwicklungen ist die Expression von Onko-
genen bzw. mutierten Tumorsuppressorgenen jedoch auch zeitlich steuerbar. So 
wurde von Collins und Kollegen ein Mausmodell geschaffen, bei dem die Transkription 
von Kras durch ein Doxycyclin-sensibles „Tet-on-System“ beliebig induzierbar ist [106]. 
Ebenso ergibt sich durch Fusion des Cre-Rekombinase-Gens mit einem mutierten 
Tamoxifen-sensiblen Estrogenrezeptor eine Möglichkeit, Gene gezielt zu aktivieren 
[107]. 
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Ein weiterer Ansatz zur Erforschung des Pankreaskarzinoms besteht in der Transplan-
tation von Tumorgewebe oder Tumorzelllinien in Mäuse. Schon Ende der 1960er Jahre 
gelang Rygaard und Povlsen Gewebeproben eines humanen Kolonkarzinoms in eine 
athymische Nacktmaus subkutan zu transplantieren. Damit legten sie den Grundstein 
für s.g. patient-derived xenograft-Modelle [108]. Durch die fehlende T-Zell-vermittelte 
Immunreaktion lässt sich eine Vielzahl von humanem Gewebe oder Zellen auf athymi-
sche Nacktmäuse (nu/nu-Mäuse) und immundefiziente Mäuse (SCID-Mäuse) übertra-
gen. Die Transplantation kann entweder subkutan oder orthotop direkt in das Pankreas 
erfolgen. Die Vorteile des subkutanen Modells liegen in der einfachen Handhabung, 
den niedrigen Kosten und der einfachen Kontrolle der Tumorprogression während des 
Versuchs. Nachteilig sind aufgrund der unphysiologischen Lokalisation die fehlende 
Beurteilbarkeit der Tumor-Stroma-Interaktion und die veränderte Distribution von 
Pharmaka. Kommen bei der Xenotransplantation humane Tumorzelllinien zum Ein-
satz, so dient dies zwar einer besseren Vergleichbarkeit einzelner Experimente, jedoch 
spiegeln diese Modelle nicht die interindividuelle Heterogenität humaner PDAs wider. 
Sowohl beim subkutanen, als auch beim orthotopen Modell besteht der Hauptnachteil, 
unabhängig von der Art des Transplantats, in der fehlenden inflammatorischen Reak-
tion des umliegenden Gewebes auf den Tumor, welche beim Menschen eine wichtige 
Komponente der Tumorpathophysiologie darstellt [109]. Um dies zu umgehen, bietet 
sich die Verwendung eines syngenen orthotopen Modells an, bei dem murine Tumor-
zellen in das Pankreas immunkompetenter Mäuse eingebracht werden [110,111]. Die 
Zelllinie Panc02 ist dabei die am weitesten verbreitete Zelllinie und entstammt einem 
PDA einer C57BL/6-Maus [112]. Da diese Zelllinie seit mehr als 30 Jahre im Umlauf 
ist, bleibt es allerdings fraglich, in wie weit die Ergebnisse einzelner Arbeitsgruppen 
vergleichbar sind, da die Zellen im Laufe der Jahre durch häufige Passagen und Kon-
tamination Veränderungen ihrer genetischen Konstitution erfahren haben dürften 
[113–115]. Durch die Kultivierung von Zellen aus den Adenokarzinomen von GEM-
Mäusen stehen neue murine Tumorzelllinien zur Verfügung, welche histokompatibel 
zu C57BL/6-Mäusen sind [116,117]. Diese syngenen orthotopen Modelle sind zwar 
technisch anspruchsvoll, bieten jedoch eine kosteneffektive Möglichkeit zur Untersu-
chung experimenteller Therapien und des Tumormikromilieus.
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1.4 Verwendete Chemotherapeutika 
1.4.1 Gemcitabin 
Gemcitabin (2`,2`-Difluoro 2`-Deoxycytidin) ist ein Pyrimidin-Analogon und wurde 1995 
zur Therapie des PDA zugelassen [118]. Es findet Anwendung als Mono- oder Kom-
binationstherapie bei zahlreichen Malignomen: Pankreas-, Brust-, Urothel- und Ovari-
alkarzinom, NSCLC, sowie einigen hämatologischen Neoplasien [119]. Gemcitabin 
wird zur Therapie des PDA in einer Dosierung von 1000 mg/m2 als 30-minütige Kurz-
infusion einmal wöchentlich über sieben Wochen intravenös verabreicht, gefolgt von 
einer Woche Pause. Danach erfolgt die Applikation einmal wöchentlich über 3 Wo-
chen, gefolgt von einer Woche Pause. Zu den häufigsten Nebenwirkungen gehören, 
neben der Myelosuppression mit konsekutiver Panzytopenie, Übelkeit, Erhöhung der 
Transaminasen und der alkalischen Phosphatase, Proteinurie, Hämaturie, Dyspnoe 
und Exantheme [120]. Dieses Chemotherapeutikum gelangt über verschiedene natri-
umabhängige und -unabhängige Nukleosidtransporter in die Zelle. Dabei ist vor allem 
der human equilibrative nucleosid transporter 1 (hENT1) von zentraler Bedeutung 
[121]. Gemcitabin wird durch die Deoxycytidinkinase und zu einem geringen Teil auch 
durch die mitochondriale Thymidinkinase 2 phosphoryliert [122] und weiter durch Nuk-
leotidkinasen zu Gemcitabindiphosphat und –triphosphat umgewandelt. Gemcitabin 
wird durch die Deoxicytitdindesaminase in Difluorodesoxyuridin umgewandelt und so-
mit inaktiviert, besitzt jedoch im Vergleich zum physiologischen Substrat, Desoxicyti-
din, eine 50 % geringere Affinität zu diesem Enzym [123]. Der Abbau der Reaktions-
produkte erfolgt durch die Desoxycytidylatdesaminase, welche die Umwandlung von 
Gemcitabinmonophosphat zu Difluorodesoxyuridinmonophosphat bewerkstelligt und 
die 5`-Nukleotidase, die Gemcitabinmonophosphat zu Gemcitabin katalysiert [119]. 
Die Hemmung der DNA-Synthese durch Gemcitabin beruht auf verschiedenen Mecha-
nismen und ist nicht auf die S-Phase des Zellzyklus beschränkt. Gemcitabintriphos-
phat konkurriert mit Desoxicytidintriphosphat an der DNA-Polymerase und wirkt als 
schwacher Inhibitor dieses Enzyms [124]. Nach Inkorporation von Gemcitabintriphos-
phat in den DNA-Strang kommt es zum Einbau eines weiteren Nukleotids und an-
schließend zum Abbruch der DNA-Synthese und Einzelstrangbruch [125,126]. Diese 
Schäden sind refraktär gegenüber den üblichen Mechanismen der DNA-Reparatur 
[127]. Gemcitabindiphosphat ist ein potenter Inhibitor der Ribonukleosidreduktase und 
führt zum einen zu einer Verringerung der für die DNA-Synthese benötigten Desoxyri-
bonucleotide, zum anderen zu einer verstärkten Aktivität der Desoxycytidinkinase und 
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somit zur vermehrten Phosphorylierung von Gemcitabin. Da nun verhältnismäßig we-
niger Desoxicytidintriphosphat zur Verfügung steht, erhöht sich die Wahrscheinlichkeit 
der Inkorporation von Gemcitabintriphosphat in die DNA [128]. Zusätzlich wird die Des-
oxicytitdindesaminase durch Gemcitabindiphosphat gehemmt und der Abbau von 
Gemcitabin verzögert. Außerdem verursacht die Inkorporation von Gemcitabin in die 
DNA eine Stabilisierung des Topoisomerase-I-Cleavage-Komplex, welche zu Strang-
brüchen bei Kollision mit der fortschreitenden Replikation führt [129,130]. 
1.4.2 Metformin 
Metformin gehört neben Phenformin und Buformin zur Gruppe der Biguanide und ist 
der einzige Vertreter dieser Stoffgruppe, der in Deutschland auch heute noch klinische 
Anwendung in der Pharmakotherapie des DM2 findet. Bereits 1929 wurde der antihy-
perglykämische Effekt der Biguanide entdeckt [131]. Nach klinischer Erprobung er-
folgte die Zulassung für Metformin, Buformin und Phenformin in den 1950er Jahren 
[132]. Nach dem schlechten Abschneiden der Biguanide in den UGDP I & II- Studien 
ging die Zahl der Biguanidverordnungen in den 1970er Jahren stark zurück [133,134]. 
Zudem wurden Buformin und Phenformin nach Berichten über das Auftreten schwerer 
Laktatazidosen in zahlreichen Ländern aus dem Handel genommen [135]. Metformin 
allerdings, zeigte sich bei Auswertung der UKPDS34-Studie anderen Standardthera-
pien, im Hinblick auf Gesamt- und Diabetesbezogene-Mortalität, signifikant überlegen 
[136]. Daraufhin erfolgte die Empfehlung für Metformin als Erstlinientherapie bei über-
gewichtigen Diabetikern und die Zulassung in den USA 1994. Auch heute noch, 20 
Jahre nach der Markteinführung in den Vereinigten Staaten, gilt Metformin als der 
Goldstandard in der Behandlung übergewichtiger Typ-2-Diabetiker. Die Anwendung 
erfolgt oral und die Kombination mit oralen Antidiabetika, Inkretinmimetika oder Insulin 
ist möglich. Im Gegensatz zu anderen Therapeutika, wie beispielsweise Sulfonylharn-
stoffe oder Glinide, beherbergt die Metformintherapie kaum ein Hypoglykämierisiko 
[137]. Metformin entfaltet seine blutglukosekonzentrationsenkende Wirkung haupt-
sächlich über die Hemmung der hepatischen Glukoneogenese. Der Import in die He-
patozyten erfolgt durch den organic cation transporter-1 (OCT-1) [138]. Metformin führt 
zu einer Hemmung des Komplex I der mitochondrialen Atmungskette und verursacht 
so eine Verschiebung des intrazellulären AMP:ATP-Verhältnisses zu Gunsten von 
AMP. Dieses bindet an die γ- Untereinheit der AMP-abhängigen Kinase (AMPK), wel-
che daraufhin an der Aktivierungsschleife der katalytischen α-Untereinheit phosphory-
liert wird [139]. 
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Die Aktivierung der AMPK erfolgt entweder über die Leber Kinase B1 (LKB1) oder über 
Calmodulin-abhängige-Kinasen-Kinasen (CaMKK) [140]. AMPK hemmt den mamma-
lian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) durch Phosphorylierung des Upstream-
Regulators Tuberin (TSC2) und mTORC1-Untereinheit Raptor. Dadurch wird die 
Translation vieler Proteine, die für eine schnelle Zellproliferation benötigt werden, ge-
hemmt [141]. Zudem zeigte Metformin in in vitro-Studien antiproliferative Effekte, die 
AMPK unabhängig sind. Dabei erfolgte die vermehrte Expression von REDD1, einem 
Tranksriptionsziel von p53, mit der Folge einer verstärkten Hemmung von Cyclin D1 
[142]. Da für zahlreiche Tumorzelllinien der antiproliferative Effekt von Metformin, so-
wohl in vitro als auch in vivo, nachgewiesen wurde [143–146], ist der Einsatz einer 
zusätzlichen Metformintherapie bei Karzinompatienten Gegenstand aktuell andauern-
der klinischer Studien [147]. 
1.5 Zielstellung 
Da sich, trotz jahrzehntelanger Forschung, die Prognose des Pankreaskarzinoms nur 
marginal verbessert hat, werden dringend neue, innovative Therapien für diese Er-
krankung benötigt. Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung neuer muriner Karzi-
nomzelllinien, deren genetisches Profil starke Ähnlichkeit mit humanen PDA aufweist 
sowie die Etablierung eines naturnahen und kosteneffektiven Mausmodells, um den 
Einfluss von Metformin und Gemcitabin, alleine oder in Kombination, auf die Patho-
physiologie der Karzinomzellen sowohl in vitro als auch in vivo mittels eines syngenen 
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2 Material und Methoden 
2.1 In-vitro-Versuche 
2.1.1 Zelllinien und allgemeine Zellkultur 
Es wurden drei murine Adenokarzinomzelllinien untersucht: 6606PDA, 6606l und 
7265PDA. Die Zelllinien 6606PDA und 6606l wurden ursprünglich aus einem pankre-
atischen Adenokarzinom bzw. der dazugehörigen Lebermetastase einer genetisch 
veränderten C57BL/6J Maus isoliert. Diese Karzinome entstanden durch gewebespe-
zifische genetische Manipulation mittels des Cre/loxP-Systems. Nach einer durch den 
p48-Promotor vermittelten pankreasspezifischen Expression der Cre-Rekombinase 
entfernt diese eine Stoppsequenz vor dem KrasG12D Gen und erlaubt somit die Expres-
sion dieses Onkogens im Pankreasgewebe. Die Zelllinie 7265PDA wurde aus einem 
murinen pankreatischen Adenokarzinom isoliert, welches durch eine Pdx1-creER-in-
duzierte Expression von onkogenem KrasG12D  und einer p53-Mutation (p53R172H) ent-
standen ist. Pdx1-creER bezeichnet hierbei ein mittels des Pdx1-Promotors im Pan-
kreas exprimiertes Fusionsprotein aus der cre Rekombinase und dem modifizierten 
Estrogenrezeptor. Die nukleäre Lokalisation dieser Rekombinase kann mittels Tamoxi-
fen induziert werden und entfernt eine Stopsequenz vor oben genannten Genen und 
erlaubt deren pankreasspezifische Expression. Die drei Tumorzelllinien wurden jeweils 
in 10 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium mit zusätzlich 4,5 g/l Glukose, 10 % FCS 
(Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland, FG 0435) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Bi-
ochrom GmbH, A 2212) auf einer Petrischale (Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich) bei 37 °C und 5 % CO2 in einem C150-Inkubator (BINDER 
GmbH, Tuttlingen, Deutschland) kultiviert. Die Passagierung der Zellen und das Plat-
tieren der Zellen für einzelne Experimente erfolgte in einer NuAire 440- Sicherheits-
werkbank (ibs | tecnomara GmbH, Fernwald, Deutschland) unter sterilen Bedingun-
gen. Für die jeweiligen Assays wurde das Medium entfernt und die Petrischalen mit 
PBS (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland, 10010-015, pH 7,4) gespült. 
1ml Trypsin EDTA 0,5 g/l (Biochrom GmbH, L 2103-20G) wurde auf die Zellen aufge-
tragen und diese für zwei Minuten bei 37°C inkubiert. Das Ablösen der Zellen wurde 
im Umkehrmikroskop (Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) kontrolliert  und der 
Trypsinierungsvorgang durch Auftragen von 10 ml Medium gestoppt. Danach wurde 
die so erhaltene Zellsuspension aus der Petrischale in ein 50ml-Röhrchen (Greiner 
Bio-One) überführt und bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert (Beckman Coulter GmbH, 
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Krefeld, Deutschland, CS6RF). Der Überstand an Medium wurde entfernt  und verwor-
fen und die Zellen in 2 ml Medium resuspendiert, um die Zellkonzentration mittels Aus-
zählen in einer Neubauerzählkammer zu errechnen. 
2.1.2 WST-1-Assay 
Das schwach rot gefärbte wasserlösliche Tetrazoliumsalz (WST-1) wird an der Zell-
membran unter Verbrauch von NADH aus dem Zellinneren zu dunkelrotem Formazan 
reduziert. Der Umsatz von WST-1 kann mittels Spektrophotometer quantifiziert werden 
und korreliert mit der metabolischen Aktivität der Zellen. Da in der Regel Stoffwech-
selaktivität und Zellviabilität miteinander positiv korrelieren, wird der WST-1-Assay 
häufig zur Beurteilung von Proliferation und Zelltod herangezogen. Einzelne WST-1- 
Assays wurden als Triplikate auf 96 well plates durchgeführt. Jedes well wurde mit 100 
µl Zellsuspension (4 x 104 Zellen/ml, entspricht 4000 Zellen pro well) befüllt und bei o. 
g. Bedingungen 24 Stunden inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die Behandlung der 
Zellen mit Gemcitabin bzw. Metformin. Für die Gemcitabinverdünnungsreihe wurden 
10 mg Gemcitabin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei München, Deutsch-
land, G6423) durch Injektion von 667,4 µl PBS aufgelöst, sodass man eine 50 mM 
Gemcitabinlösung erhielt. Durch die Verdünnung von 2 µl der 50 mM Gemcitabinlö-
sung mit 10 ml Medium  wurde eine 10 µM Gemcitabin-Stammlösung hergestellt, wel-
che zur Herstellung von Medium mit folgenden Gemcitabinkonzentrationen diente: 
0,625 µM, 0,125 µM, 0,025 µM und 0,005 µM. Für die Metforminverdünnungsreihe 
wurden 66,25 mg Metformin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D150959) in 0,4 ml PBS 
aufgelöst, um eine 1 M Metforminstammlösung herzustellen. Diese diente zur Herstel-
lung von Medium mit folgenden Metforminkonzentrationen: 0,8 mM, 4 mM, 20 mM und 
100 mM. Für die Kombinationsbehandlung von Metformin mit Gemcitabin wurden die 
Zellen in 100 µl frischem Medium bzw. den oben benannten Therapeutika für weitere 
48 Stunden im Inkubator belassen. Danach wurde zu jedem well 10 µl WST-1-Rea-
genz (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) hinzugefügt. Die 96well-
Platte wurde auf einem CM-9-Orbitalschüttler (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, 
Deutschland) über eine Minute bewegt und dann in den VICTOR X3 Multilabel Plate 
Reader (PerkinElmer, Baesweiler, Deutschland) eingeschoben. Die Messung der Ab-
sorption bei 450 nm erfolgte nach 0, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach Zugabe des WST-
1-Reagenzes. Von den erhaltenen Absorptionen wurde die durchschnittliche Absorp-
tion von wells, die Medium und WST-1-Reagenz, aber keine Zellen enthielten, abge-
zogen. Aus den so erhaltenen drei Messwerten wurde der Mittelwert berechnet. Im 
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linearen Bereich des Assays, d. h. aus den 1 h-Werten, wurde eine Dosis-Response-
Kurve für den Einfluss der unterschiedlichen Gemcitabinkonzentrationen auf die Ab-
sorption erstellt.  
2.1.3 BrdU-Assay 
Das Pyrimidinanalogon 5-Bromo-2’-Desoxyuridin konkurriert während der Zellprolife-
ration mit Thymidin um die Inkorporation in die DNA. Nach Denaturierung der DNA 
erfolgt die Bindung eines Peroxidase-konjugierten Antikörpers an BrdU. Nach Zugabe 
von Tetramethylbenzidin wird dieses Chromogen durch die Peroxidase oxidiert. Über 
eine photometrische Messung dieses Stoffumsatzes lässt sich die Menge an inkorpo-
rierten BrdU als Maß für die Zellproliferation quantifizieren. In identischer Vorgangs-
weise wie beim WST-1- Assay wurden 4000 Zellen pro well in wells einer 96 well Platte 
aufgebracht und die Zellen 24 Stunden später mit Therapeutika behandelt. Anschlie-
ßend wurden pro well 10 µl BrdU-labeling-reagent (Bromo-2'-deoxy-uridine Labeling 
and Detection Kit I, Roche Diagnostics GmbH) hinzugegeben und die Inkubation 24 
Stunden fortgesetzt. Das Medium und die BrdU-Lösung wurde entfernt und durch 200 
µl Fixierungslösung ersetzt, welche nach 30 Minuten Einwirkzeit bei Raumtemperatur 
durch Ausklopfen der 96well Platte auf einem Zellstofftuch entfernt wurde. Peroxidase-
konjugierte Anti-BrdU-Antikörper wurden in 1,1 ml destilliertem Wasser gelöst, um eine 
Vorratslösung herzustellen. 100 µl dieser Vorratslösung wurden unmittelbar vor Ver-
wendung mit 10 ml einer Antikörperverdünnungslösung zu einer Arbeitslösung 1:100 
verdünnt. Von dieser wurden 100 µl pro well aufgetragen und nach neunzigminütiger 
Inkubation bei Raumtemperatur durch Ausklopfen auf einem Zellstofftuch entfernt. An-
schließend wurde jedes well dreimal mit 200 µl PBS (Washingbuffer) gespült und die-
ses wieder entfernt. Danach wurden pro well 100 µl TMB-Substratlösung aufgetragen, 
bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert und die photometrische Messung mittels 
VICTOR X3 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer) bei 450 nm durchgeführt. Aus den 
einzelnen Absorptionswerten der Gemcitabinkonzentrationen wurde mit Hilfe der Sig-
maPlot 12.0 Software eine Dosis-Response-Kurve für jede Zelllinie erstellt, anschlie-
ßend mittels Standard-Kurven-Analyse die einzelnen EC50-Werte ermittelt und aus 
diesen Mittelwert und Standardabweichung errechnet (Systat Software GmbH, Er-
krath, Deutschland). Bei der Behandlung mit Metformin bzw. Gemcitabin+Metformin 
wurden die entsprechenden Zellen zunächst für eine Stunde mit einer 20 mM Metfor-
minlösung vorbehandelt und anschließend die jeweiligen Medien hinzugefügt. 
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2.1.4 Trypanblau-Assay 
Trypanblau ist ein sauerer Azofarbstoff und dient der Vitalfärbung von Zellen. Avitale 
Zellen mit beschädigter Zellmembran nehmen diesen auf und stellen sich im Durch-
lichtmikroskop blau dar. Einzelexperimente wurde in Form von Duplikaten mittels 24 
well Platten durchgeführt. Jedes well wurde mit 500 µl Zellsuspension (6 x104 Zellen/ml 
entspricht 3 x 104 Zellen pro well) befüllt und bei o.g. Bedingungen 24 Stunden inku-
biert. Es folgte eine Inkubation für 48 Stunden mit Medium ohne Zusatz oder mit Me-
dium mit 0,625 µM Gemcitabinkonzentration. Um den Zelltod zu evaluieren, wurde das 
Medium entfernt und für jedes well in einem separaten 1,5 ml- Mikroreaktionsgefäß 
verwahrt. Direkt im Anschluss wurden 100 µl PBS pro well aufgetragen, die 24 well 
Platte leicht geschwenkt  und das PBS den entsprechenden Mikroreaktionsgefäßen 
zugeführt. Anschließend wurden zu jedem well 3 Tropfen EDTA-Trypsin hinzugefügt, 
das Ablösen der Zelle vom Untergrund mittels Umkehrmikroskop kontrolliert  und die 
Reaktion durch das Zurückführen des Mediums aus den Mikroreaktionsgefäßen in die 
entsprechenden wells gestoppt. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden 
die Zellen gleichmäßig suspendiert. pro well wurden 50 µl Zellsuspension mit 50 µl 0,4 
%iger Trypanblaulösung (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) ge-
mischt und anschließend der Prozentsatz trypanblaupositiver Zellen durch Auszählung 
in der Neubauerzählkammer ermittelt. Analog zum o.g. Versuchsaufbau erfolgte die 
Behandlung mit Gemcitabin, Metformin und der Kombination aus beiden Therapeutika. 
Hierzu wurde Medium mit der Gemcitabinkonzentration 0,1 µM und Medium mit der 
Metforminkonzentration 20 mM verwendet. Die entsprechenden Zellen wurden vorher 
jeweils für eine Stunde mit Metformin vorbehandelt. 
2.1.5 Western Blot 
Der Westernblot dient dem semiquantitiven Nachweis bestimmter Proteine. Nach dem 
diese elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran übertragen wurden, werden 
sie durch primäre Antikörper gebunden. Anschließend werden sekundäre peroxidase-
konjugierte Antikörper aufgetragen, welche ein Substrat umsetzen. Das Reaktionspro-
dukt wird dann mittels Chemilumineszenz nachgewiesen und ermöglicht die Darstel-
lung der Proteinbanden. 
Um die Proteine der Zellen analysieren zu können, wurden pro well einer 6 well Platte 
1 x 105 Zellen in 2 ml Medium für 24 h kultiviert und danach für 24 h bzw. 48 h mit 
Normalmedium, 0,1 µM Gemcitabin, 0,1 µM Gemcitabin + 20 mM Metfomin und 20 
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mM Metformin behandelt. Anschließend wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewa-
schen, mit 200 µl Lysispuffer und mittels eines Schabers von den wells entfernt und 
jeweils in Mikroreaktionsgefäße überführt und bei -20°C eingefroren. 10 ml des Lysis-
buffers enthielt eine Tablette Phosphostop (Roche Diagnostics GmbH) und 100 μl Pro-
tease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). 
Tabelle 1: Zusammensetzung des Lysispuffers 
Substanz Konzentration Menge 
Tris [µl] pH7,5 
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland) 
1 M 100 
NaCl [µl] 
(Carl Roth GmbH & Co. KG)S 
5 M 20 
EDTA [µl] 
(Merck Chemicals GmbH,Schwalbach, 
Deutschland) 
250 mM 4 
Triton-X-100 [µl] 
(Carl Roth GmbH & Co. KG)S 
10 % 500 
NaN3 [µl] 
(Carl Roth GmbH & Co. KG)S 
4 % 50 
PMSF [µl] 
(Carl Roth GmbH & Co. KG)S 
100 mM 200 
H2O [ml]  9,026 
Die Proteinlysate wurden nach dem Auftauen für 30 Minuten auf Eis inkubiert und an-
schließend in einer vorgekühlten 5804R-Zentrifuge (Eppendorf GmbH, Wesseling-
Berzdorf, Deutschland) 15 Minuten lang bei 10000 x g zentrifugiert, um Präzipitate und 
größere Zellbestandteile zu entfernen. Im abgenommenen Überstand wurde die Pro-
teinkonzentration bestimmt, indem man 12,5 µl des Überstandes mit 12,5 µl Aqua bi-
dest. verdünnte. Da die Proteinbestimmung im Doppelansatz erfolgte, wurden je 12,5 
µl der verdünnten Probe auf ein well einer 96 well Platte aufgetragen und 100 µl eines 
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BCA-Cu2+-Gemisches (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) pro well hinzugefügt. Nach 30 
minütiger Inkubation der Proben bei 37 °C auf dem Schüttler (in Dunkelheit) erfolgte 
die Absorptionsmessung bei 563 nm im Sunrise-ELISA-Reader (Tecan Group Ltd., 
Männedorf, Schweiz) und die Berechnung der Proteinkonzentration anhand einer 
Standardkurve. Entsprechend des Molekulargewichts des zu analysierenden Proteins 
wurde die Acrylamidkonzentration des Trenngels ausgewählt. Für Cleaved-Caspase-
3 wurde ein 14 %iges und für Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ein 6 %iges 
Trenngel verwendet. Das Trenngel wurde aus den entsprechenden Komponenten zwi-
schen zwei Glasplatten gegossen und das obere Ende mit 500 µl Isopropanol über-
schichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und an 
diese Stelle das Sammelgel gegossen (siehe Tab. 2). Um Taschen für die Probenflüs-
sigkeit zu schaffen, wurde ein Probenkamm eingesetzt, welcher nach der Polymerisa-
tion des Acrylamides wieder entfernt wurde. Danach wurden die Glasplatten mit dem 
Gel in die MiniPROTEAN-Elektrophoreseeinheit (Bio-Rad Laboratories GmbH, Mün-
chen, Deutschland) eingebaut und mit Laufpuffer pH 8,3 (Tris 30,3 g, Glycin 144 g, 
SDS 10 g) aufgefüllt, bis die Taschen ca. 4 mm überschichtet waren. Die Proteinlysate 
wurden mit entsprechenden Mengen an 6 x Ladebuffer und 1x Ladebuffer versetzt, um 
42 µl einer 40 µg/ul Proteinlösung zu erhalten. Nach fünfminütigen Erhitzen auf 95°C 
und einer dreisekündigen Zentrifugation bei 10.000 g wurden die Proben in die Ta-
schen pipettiert und bei 20 mA im Sammelgel aufgetrennt. Anschließend wurden die 
Proben bei 40 mA im Trenngel entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Als 
Stromquelle diente ein Power Pac 300 (Bio-Rad Laboratories GmbH). Zur visuellen 
Kontrolle der Elektrophoresefront wurde peqGold-Proteinmarker IV (PEQLAB Biotech-
nologie GmbH, Erlangen, Deutschland) als Längenstandard verwendet.  
Für den darauffolgenden Semi-Dry-Blot wurden 3 mmCHR-Blottingpapiere (GE 
Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) in Kathodenpuffer (Tris 25 mM, Gly-
cin 40 mM 0,751 g, Methanol 20 % 200 ml), Anodenpuffer I (Tris 300 mM 34,34 g, 
Methanol 20 % 200 ml) und Anodenpuffer II (Tris 25 mM 34,34 g, Methanol 20 % 200 
ml) getränkt. Die Membran wurde für 15 Sekunden in 100 %igem Methanol eingelegt, 
anschließend für zwei Minuten in Aqua bidest. gegeben und für mind. 5 Minuten in 
Anodenpuffer II equilibriert. Der Anordnung der Materialien im Semi-Dry-Blotter 
(PEQLAB Biotechnologie GmbH) erfolgte von unten nach oben wie folgt: Zwei Blot-
tingpapiere mit Anodenpuffer  I, ein Blottingpapier mit Anodenpuffer II, Membran, Gel 
und drei Blottingpapiere mit Kathodenpuffer. Anschließend wurde eine Spannung von 
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8V an die Elektroden gelegt und bei einer Stromstärke von 2,8 mA/cm2 für zwei Stun-
den mit Hilfe eines Standard Power Pack P25 (Biometra GmbH, Göttingen, Deutsch-
land) geblottet. Nach dem Auseinanderbauen der Blotvorrichtung wurde die Membran 
kurz in TBST gewaschen und mit 10 ml BSA-Lösung für eine halbe Stunde bei 37°C 
blockiert. Anschließend wurden die primären Antikörperlösungen in der BSA-Lösung 
verdünnt und aufgetragen. Hierzu wurde für den Nachweis von PARP und Cleaved 
Caspase-3 monoklonale Anti-PARP bzw. Anti-Cleaved Caspase-3-Kaninchenantikör-
per (Cell Signaling Technology Europe, B.V. Leiden, Niederlande; #9542 & #9661) 
1:1000 verdünnt verwendet und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Nachweis von β-
Aktin erfolgte mittels monoklonalem Anti-β-Aktin-Mausantikörper (Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Monoclonal, Clone AC-74, A2228) 1:20 000 verdünnt, welcher bei Raum-
temperatur für 2 Stunden inkubiert wurde. Danach wurde die Membran dreimal für 10 
Minuten in TBST und anschließend zweimal für 15 Minuten in TBS gewaschen. An-
schließend wurden die sekundären Antikörper aufgetragen. Hierzu wurden zum Nach-
weis von PARP und Cleaved Caspase-3 peroxidasekonjugierte Anti-Kaninchen-Anti-
körper (Cell Signaling Technology Europe, #7074,) 1:2000 mit 2,5 %igem BSA ver-
dünnt, verwendet. Für den β-Aktin-Nachweis wurde ein peroxidaskonjugierter Anti-
Maus-Antikörper (Roche Diagnostics GmbH, A9044) 1:60000 mit BSA verdünnt ver-
wendet. Danach wurde die Membran nochmals mit dreimal TBST für 10 Minuten und 
zweimal TBS für 15 Minuten gewaschen. Abschließend wurde eine 1:50 verdünnte 
Pierce ECL-2-Reagenz (Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG, Braun-
schweig, Deutschland) auf die Membran aufgetragen, diese für fünf Minuten in Dun-
kelheit bei Raumtemperatur inkubiert und die Proteinexpression mittels luminolver-
stärkter Chemilumineszenz im ChemiDocXRS-System (Bio-Rad Laboratories) visuali-
siert und fotografiert.   
Die Membranen wurden wieder mit TBS kurz gewaschen, um den gebundenen Anti-
körper 15 Minuten 37 °C und 15 min bei Raumtemperatur zu strippen (Stripp- Puffer: 
25 mM Glycin, 1 % SDS pH 2). Dann wiederholt sich der übliche Waschvorgang und 
die Membran wird 30 min bei 37 °C mit 2,5 % BSA geblockt. 
Danach erfolgte der Nachweis von β-Aktin mittels monoklonalem Anti-β-Aktin-Mausan-
tikörper (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Monoclonal, Clone AC-74, A2228) 1:20 000 
verdünnt, welcher bei Raumtemperatur für 2 Stunden inkubiert wurde. Als Sekun-
därantikörper wurde peroxidaskonjugierter Anti-Maus-Antikörper (Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, A9044) 1:60000 mit BSA verdünnt verwendet. Auch beim Nachweis von 
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ß-Aktin als Kontrolle sind die Wasch -und Entwicklungsprozesse identisch dem ersten 
Prozedere. 
Tabelle 2: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele 
 
 Trenngel Sammelgel 
Substanz Konzentration 6 % 14 % 5 % 
H2O [ml] / 4,05 1,34 4,1 
Tris pH 8,8 [ml] 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
1 M 3,75 3,75 0,75 
Acrylamid [ml] 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) 
30 % 2 4,7 1 
SDS [µl] 
(SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland) 
10 % 100 100 50 
APS [µl] 
(SERVA Electrophoresis GmbH) 
10 % 100 100 50 
TEMED [µl] 
(AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland) 
1 % 10 10 5 




Für die Versuche wurden 336 ± 67 Tage (Mittelwert und Standardabweichung) alte 
männliche C57BL/6J Mäuse verwendet. Diese entstammten der F1-Generation von 
C57BL/6J Mäusen mit heterozygoter Leptinmutation (B6.Cg-Lepob/-). Der Mausstamm 
wurde ursprünglich von „The Jackson Laboratory“ (Bar Harbor, Maine, USA) erworben 
und in der Zentralen Versuchstierhaltung der Universität Rostock weiter vermehrt. Die 
Tierhaltung erfolgte unter Standard-Laborbedingungen mit Futter und Wasser ad libi-
tum. Alle Versuche wurden in Übereinstimmung mit der deutschen Gesetzgebung und 
der EU-Direktive 2010/63/EU durchgeführt. 
2.2.2 Orthotope Tumorzellinjektion 
Um die Zellen für die Injektion vorzubereiten, wurde die benötigte Anzahl der suspen-
dierten Zellen (Für die Vorarbeit siehe Punkt 1.1.2.) mittels dreiminütiger Zentrifugation 
bei 1200 rpm konzentriert und das Pellet in einem entsprechenden Volumen gekühl-
tem PBS aufgenommen, sodass man eine Zellsuspension mit der Konzentration 
1,25x107 Zellen/ml erhielt. Diese wurde mit zuvor auf Eis gekühltem Matrigel (BD 
Bioscience, San José, Californien, USA, Nr: 354248) im Verhältnis 1:1 gründlich ver-
mischt und in einem Mikroreaktionsgefäß auf Eis gelagert. Die Operation der Ver-
suchstiere erfolgte in Isofluran-Inhalationsnarkose mit 2,5 % Isofluran (Actavis 
Deutschland GmbH & Co. KG, München, Deutschland) 0,8 l/min O2 und 1,6 l/min N2O 
(Inhalationsgerät Sulla 808, Dräger Medical, Lübeck, Deutschland). Nach einer s.c. 
Injektion von 5 mg/kg Carprofen (Rimadyl, Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland), um die 
postoperative Analgesie zu gewährleisten und dem Auftragen einer fünfprozentigen 
Dexapanthenolsalbe (Bayer VitalGmbh, Leverkusen, Deutschland), um die Augen vor 
dem Austrocknen zu schützen, wurde das Tier in Rückenlage auf einer Wärmeplatte 
fixiert und die Narkose mittels Narkosemaske aufrecht gehalten. Das Abdomen wurde 
rasiert, mit Povidon-Iod-Lösung desinfiziert und mit einem ca. 2 cm langen, queren 
Oberbauchschnitt etwa 1 cm unterhalb des Sternums eröffnet (Abb.1 A). Anschließend 
wurde das Duodenum aufgesucht und mit der Gewebefasspinzette nach Adson-Brown 
vorsichtig mobilisiert, um den Pankreaskopf darzustellen. Nun wurde die Matrigel-Zell-
Suspension gut durchmischt und 20 µl (entsprechend 2,5x105 Zellen) in einer gekühl-
ten Hamiltonsprize aufgezogen. Deren Kanüle wurde vorsichtig in das Pankreaspa-
renchym eingeführt und 2,5x105 Zellen langsam injiziert, sodass bei korrekter Injektion 
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die Ausbildung einer kleinen Quaddel beobachtet werden konnte. Nach Injektion ver-
blieb die Kanüle für ca. 20 Sekunden im Stichkanal, um eine ausreichende Verfesti-
gung des Matrigels zu gewährleisten (Abb. 1 B). Beim Zurückziehen der Nadel wurde 
die Injektionsstelle zusätzlich mit einem Wattestäbchen abgedeckt um eine Dissemi-
nation der Tumorzellen in den intraperitonealen Bereich zu verhindern. Nach Reposi-
tion der Organe wurde die abdominelle Muskulatur durch eine fortlaufende Naht mit 
einem 5-0 Vicrylfaden (Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) 
und die Bauchhaut durch Einzelknopfnähte mit einem 4-0 Polypropylenfaden (Johnson 
& Johnson Medical GmbH) verschlossen (Abb. 1 C). Zudem wurde ein OpSite- Sprüh-
verband (Smith&Nephew, Hamburg, Deutschland) auf die verschlossene Bauchdecke 
aufgetragen. Durch sachtes Greifen der Maus an den Pfoten und leichtes Schütteln in 
alle Richtungen wurde einer Verschlingung von intraabdominellen Organen vorge-
beugt. Dann wurde das Tier in Seitenlage vor einer Wärmelampe platziert und das 
Erwachen aus der Narkose abgewartet. 
 
Abbildung 1: Orthotope Tumorzellinjektion. Unter Inhalationsnarkose erfolgte die 
Querlaparatomie und Mobilisation der Duodenalschlinge (A). Anschließend erfolgte die 
Injektion des Tumorzell-Matrigel-Gemisches in den Pankreaskopf (B). Der Wundver-
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2.2.3 Versuchsaufbau 
Zu Beginn des Versuches wurden die Versuchstiere am Tag 0 individuell markiert und 
es erfolgte unter Isofluran/N2O-Narkose die retrobulbäre Blutentnahme mittels einer 
EDTA-beschichteter Glaskapillare. An Tag 7 wurde die Tumorzellinjektion nach dem 
in Punkt 1.2.2 beschriebenem Protokoll durchgeführt. Unmittelbar postoperativ bis zum 
Zeitpunkt der Gewebeentnahme wurde dem Trinkwasser der Versuchstiere 800 mg/l 
Metamizolnatrium (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) zwecks postoperativer 
Analgesie und zur Vermeidung tumorbedingter Schmerzen hinzugefügt. Durch Punk-
tion der distalen Schwanzspitze mit einer Kanüle wurde an einigen Blutstropfen die 
Blutglukosekonzentration mittels Blutzuckermessgerät (Bayer Vital, Leverkusen, 
Deutschland) überprüft und eine engmaschige Kontrolle des Körpergewichts und des 
Gesundheitszustandes der Mäuse durchgeführt (siehe Abb. 2). 
 
Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf der Interventionen. Am Tag 0 und am Tag 36 erfolgte 
die Blutentnahme. Am Tag 7 erfolgte die orthotope Tumorzellinjektion. Von Tag 7 bis 
Tag 36 wurden das Körpergewicht und die Blutglukosekonzentration regelmäßig ge-
messen. Der Tierversuch endete am Tag 36 nach erfolgter Euthanasie der Mäuse.  
 
In der ersten postoperativen Woche, an Tag 15, wurde mit dem Behandlungsplan be-
gonnen (siehe Abb. 3). Alle Pharmaka bzw. PBS, im Sinne eines Placebos, wurden 
am Tag der Injektion körpergewichtsadaptiert intraperitoneal appliziert. Die Mäuse des 
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Metformin-Behandlungsarms erhielten Metformin von Tag 15 bis Tag 22 in einer Do-
sierung von 250mg/kg Körpergewicht und von Tag 23 bis 36 in reduzierter Dosierung 
von 125 mg/kg Körpergewicht. Die Versuchstiere der Gemcitabinbehandlungsgruppe 
erhielten an den Tagen 16, 19, 23, 26, 31 und 34 Gemcitabin in der Dosierung von 50 
mg/kg Körpergewicht. Tieren, welche eine Kombinationsbehandlung aus Gemcitabin 
und Metformin erhielten, wurden beide Pharmaka entsprechend der o.g. Therapiepro-
tokolle der Monotherapiearme appliziert. Der Abstand zwischen Metformin- und 
Gemcitabininjektion betrug 1,5 Stunden. Die Mäuse des „Sham“- Behandlungsarmes 
erhielten eine Scheinbehandlung durch PBS-Injektion entsprechend der Häufigkeit 
des Gemcitabin+Metformin- Behandlungsarmes. 
 
 
Abbildung 3: Behandlungsplan. Jeweils eine Gruppe von Versuchstieren wurde ent-
weder mit PBS (Sham), Metformin (M), Gemcitabin (G) oder sowohl Metfomin als auch 
Gemcitabin (G+M), wie im Behandlungsplan angegeben, i.p. injiziert. Die Dosis von 
Metformin betrug 250 mg/kg Körpergewicht während der ersten Woche und 125 mg/kg 
Körpergewicht in den folgenden zwei Wochen, während die Gemcitabindosis während 
der gesamten Therapie 50 mg/kg betrug. 
 
Zweieinhalb Stunden vor Euthanasie des Versuchstieres wurden 2,5 µl/g KG BrdU-
Lösung (20 mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, B5002) intraperitoneal injiziert. Für 
die Narkose wurden Ketamin 10 % (100 mg/ml, bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta, 
Deutschland) und Xylazin 2 % (20 mg/ml, Rompun, Bayer Healthcare, Leverkusen, 
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Deutschland) im Verhältnis 1:3 gemischt und in der Dosierung 1,3 µl/g KG intraperi-
toneal gespritzt. Nach Injektion des Narkosemittels wurde durch Setzen eines 
Schmerzreizes die Tiefe der Analgesie überprüft. Blut wurde mittels Glaskapillare ret-
robulbär entnommen und in EDTA-Röhrchen gesammelt. Mittels KX-21-Hämatologie-
gerät (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) wurde das Blutbild ana-
lysiert und danach die Blutprobe bei 3500 rpm für 10 min zentrifugiert, um das isolierte 
Plasma bei -20° einzufrieren. Die Euthanasie des Tieres erfolgte durch Genickbruch. 
Mittels Präparierschere erfolgte eine Längslaparotomie von der Pubesregion bis zum 
Sternum, die durch einen V-förmigen Schnitt von der Medianlinie in Richtung der Rip-
penbögen erweitert wurde. Der Magen wurde mit der Pinzette mobilisiert, der Ösopha-
gus im Kardiabereich abgetrennt. Dann wurde das Rektum aufgesucht und durch-
trennt. Unter Zug an Rektum, Kolon und Ileum wurde das Mesenterium dargestellt und 
von kaudal nach kranial vom Retroperitoneum abpräpariert. Nach Durchtrennung des 
Gallengangs wurde unter Zug am Duodenum das Pankreas vorsichtig zur Milz hin frei-
präpariert, sodass das gesamte Organpaket bestehend aus Magen, Därmen, Pan-
kreas und Milz en bloc aus dem Situs entfernt werden konnte. Der Pankreastumor 
wurde freipräpariert und dabei das Pankreas vom Duodenum und der Milz getrennt. 
Es folgte die Gewichtsbestimmung von Tumor, Pankreas und Milz. Anschließend 
wurde der Tumor mittig zerteilt. Die im Situs verbliebene Leber wurde entfernt und 
makroskopisch auf Metastasen untersucht. Das Mesenterium wurde von den Gedär-
men abpräpariert. Pankreas, rechter Leberlappen, Mesenterium und eine Tumorhälfte 
wurden in Formalin fixiert. Der linke Leberlappen und der restliche Tumor wurden kryo-
konserviert. Gewebeproben wurden zur histologischen Aufarbeitung in Jet-Kassetten 
(Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) mittels 4 % Formalin 
(Grimm med. Logistik GmbH, Torgelow, Deutschland) fixiert. Proben für molekularbio-
logische Untersuchungen wurden in 1,8 ml-Kryoröhrchen (Thermo Fisher Scientific 
Germany BV & Co KG) in flüssigen Stickstoff und bei -80 °C aufbewahrt.  
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2.2.4 Histologische und Immunhistochemische Analysen 
2.2.4.1 Aufbereitung der Gewebeproben 
Die Gewebeproben wurden nach ca. 24 h Fixierung in 4 %igem Formalin mittels eines 
TP1020-Gewebeinfiltrationsautomaten (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH) vollauto-
matisch entwässert und mit Paraffin infiltriert. Der Präparatkorb wurde dabei entspre-
chend Tab. 3 in die Reagenzien abgesenkt, gehoben und durch Rotation zur nächsten 
Station geführt. 
Tabelle 3: Dehydrierung der Gewebeproben 
Reagenz Behandlungsdauer 
Ethanol 70 % I (Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland) 1 h 
Ethanol 70 % II (Medite GmbH) 1 h 
Ethanol 80 % I (Medite GmbH) 1 h 
Ethanol 80 % II (Medite GmbH) 2 h 
Ethanol 90 % II (Medite GmbH) 1 h 
Ethanol abs. (Medite GmbH) 1 h 
X-TRA (Medite GmbH) 2 h 
X-TRA (Medite GmbH) 2 h 
Paraffin I (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 2 h 
Paraffin II (Merck KGaA) 2 h 
Anschließend wurden die Gewebestücke so in der Histokassette positioniert, dass  die 
gewünschte Schnittfläche genau plan zur Blockoberfläche ausgerichtet wurde und mit 
Hilfe des EG 1160-Einbettungsautomaten (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH) mit 
warmen Paraffin (56-58 °C, Merck KGaA) überschichtet. Die so erhaltenen Paraffin-
blöcke wurden auf Gefrierelementen gekühlt. Mit einem RM2145-Rotationsmikrotom 
(Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH) wurden 4 µm dicke Schnitte angefertigt und mit 
einem Pinsel in ein 37 °C warmes Wasserbad überführt. Nach vollständiger Entfaltung 
der Gewebeschnitte wurden diese mit einem Objekträger aufgenommen und das Pa-
raffin bei 66 °C für 1 h geschmolzen. Für Gewebeschnitte, die später eine H/E oder 
CAE-Färbung erhielten, wurden unbeschichtete Objektträger (Engelbrecht Medizin- 
und Labortechnik GmbH, Edermünde, Deutschland) und für die BrdU-Immunhistologie 
wurden Adhäsionsobjektträger (Polysine Slides, Thermo Fisher Scientific Germany BV 
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& Co KG) verwendet. Unmittelbar vor der Durchführung histologischer oder immunhis-
tochemischer Färbungen wurden die Schnitte mittels absteigender Alkoholreihe nach 
folgendem Schema (siehe Tab. 4) entparaffiniert und rehydriert. 
Tabelle 4: Entparaffinierung der Gewebeschnitte 
Reagenz Behandlungsdauer 
X-TRA I (Medite GmbH) 10 min 
X-TRA II (Medite GmbH) 10 min 
X-TRA II (Medite GmbH) 5 min 
Ethanol 100 % I (Medite GmbH) 5 min 
Ethanol 100 % II (Medite GmbH) 5 min 
Ethanol 96 % (Medite GmbH) 5 min 
Ethanol 80 % (Medite GmbH) 5 min 
Ethanol 70 % (Medite GmbH) 5 min 
Aqua dest. 3 min 
 
2.2.4.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Um die morphologischen Charakteristika der Gewebeproben zu untersuchen und um 
die Nekrosefläche innerhalb der Tumoren planimetrisch zu bestimmen, erfolgte eine 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung). Hämatoxylin ist farblos und wird zu Häma-
tein oxidiert, welches durch Komplexbildung mit Aluminiumionen, den eigentlichen 
Farbstoff Hämalaun, bildet. Dieser bindet im sauren Milieu an anionische Strukturen, 
wie beispielsweise Phosphatgruppen von Nukleinsäuren, und führt so zu einer selek-
tiven Färbung des Zellkerns. Die Gegenfärbung mit Eosin dient der Kontrasterhöhung. 
Nach erfolgter Entparaffinierung der Schnitte wurden diese aus dem destillierten Was-
ser herausgenommen und für 5 Minuten in eine Hämalaunlösung nach Meyer (Merck 
KGaA) gegeben. Danach wurde die überschüssige Farbe mit Aqua dest. abgespült, 
die Schnitte 10 Minuten lang in lauwarmen Wasser ,,gebläut“ und mit wässriger Eosin-
lösung 0,3 % (Merck KGaA) für eine Minute gegengefärbt. Anschließend wurden die 
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe Tab. 5) dehydriert. Auf die so ge-
färbten Schnitte wurden einige Tropfen Eindeckmedium aufgetragen und diese vor-
sichtig und möglichst blasenfrei mit einem Deckglas abgedeckt. 
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Tabelle 5: Dehydrierung der Gewebeschnitte 
Reagenz Behandlungsdauer 
Ethanol 70 % (Medite GmbH) 30 s 
Ethanol 96 % (Medite GmbH) 30 s 
Ethanol 100 % I (Medite GmbH) 30 s 
Ethanol 100 % II (Medite GmbH) 30 s 
X-TRA I (Merck KGaA) 30 s 
X-TRA II (Merck KGaA) 30 s 
 
2.2.4.3 Nachweis der Naphtol-AS-D-Chlorazetatesterase (CAE-Färbung) 
Das Enzym Naphtol-AS-D-Chloracetatesterase ist spezifisch für neutrophile Gra-
nulozyten ab dem Promyelozytenstadium und für Mastzellen. Es hydrolysiert das Sub-
strat Naphtol-AS-D-Chloracetat zu freiem Naphthol-AS, welches mit Echtgranatsalz zu 
einem roten Azofarbstoffniederschlag reagiert. Auf diese Weise können neutrophile 
Granulozyten selektiv im Gewebe dargestellt werden. 




Echtgranatsalz Fast Garnet GBC 
F8761 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) 
Naphtol-AS-D-Chloracetat 
N0758 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) 
Dimethylsulfoxid 
K42474852203 
(Merck Chemicals GmbH) 
Dikaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) 
1104289 
(Merck Chemicals GmbH) 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4x2H2O) 
K33351980429 
(Merck Chemicals GmbH 
Eindeckmedium Ultramount Aqueous Permanent 
S1964 
(Dako GmbH, Hamburg) 
Deutschland 
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Zunächst wurden zur Herstellung eines PBS-Pufferkonzentrats 2,95 g Na2HPO4 x 
2H2O, 0,49 g KH2PO4 und 16 g NaCl in 100 ml destilliertem Wasser gelöst. Anschlie-
ßend wurden getrennt 10 mg Echtgranatsalz in 100 ml einer 1:10 verdünnten PBS-
Pufferlösung und 16 mg Naphtol-AS-D-Chloracetat in 2 ml Dimethylsulfoxid gelöst. 
Diese beiden Lösungen wurden miteinander vermischt, kräftig geschüttelt und filtriert 
und die entparaffinierten Gewebeschnitte für drei Stunden bei Zimmertemperatur in 
dem Filtrat inkubiert. Danach wurden die Schnitte unter fließendem Wasser abgespült, 
fünf Minuten lang in Hämalaunlösung gegengefärbt, mit einigen Tropfen Ultramount-
Eindeckmedium überschichtet und blasenfrei mit einem Deckglas abgedeckt. 
2.2.4.4 Bromdesoxyuridin-Immunhistochemie 
Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Thymidin-Nukleosidanalogon und wird während der 
S-Phase in die DNA proliferierender Zellen inkorporiert. Nach Denaturierung der DNA 
kann BrdU durch spezifische primäre Antikörper gebunden werden. Nach Bindung von 
Peroxidase-konjugierten Sekundärantikörper an die Primärantikörper wird der Umsatz 
eines Chromogens und somit die selektive Darstellung sich in Proliferation befindlicher 
Zellen ermöglicht. 





Monoclonal Mouse Anti-Bromodeoxyuridine Clone Bu20a 
 
M 0744, Dako GmbH 
 
Sekundärer Antikörper: 
Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP 
 
P 0447, Dako GmbH 
 
Mikrowellenpuffer pH 6 (Target Retrieval Solution) 
S1699, Dako GmbH 
 
Peroxidase and Alkaline Phosphatase Blocking Reagent 
S2003, Dako GmbH 
 
Protein Block Serum Free 
X0909, Dako GmbH 
 
 
Nach der Entparaffinierung der Schnitte wurden diese mit Wasser abgespült und in ein 
hitzebeständiges Gefäß gegeben, welches mit Mikrowellenpuffer pH 6 gefüllt wurde. 
Anschließend erfolgte die hitzeinduzierte Antigendemaskierung für sieben Minuten bei 
700 W im Mikrowellenofen. Nach Abkühlung und dreimaligem Spülen mit Aqua dest. 
wurden die Gewebeschnitte für 5 Minuten mit der Peroxidaseblockreagenz behandelt 
und anschließend nochmal gespült. Danach erfolgte die fünzehnminütige Behandlung 
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mit Proteinblocklösung, welche im Anschluss durch sanftes Aufklopfen der Objektträ-
ger auf einem Tuch entfernt wurde. Die Primärantikörperlösung wurde 50-fach ver-
dünnt und die Schnitte über Nacht bei 4 °C in dieser inkubiert. Am darauffolgenden 
Tag wurden die Schnitte bei Raumtemperatur dreimal zwei Minuten mit Leitungswas-
ser gespült und anschließend in einer 100fach verdünnten Lösung des Sekundäranti-
körpers für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte eine Spülung 
mit Aqua dest. und die Inkubation für vier Minuten in Substratchromogen. Nach Spü-
lung mit Aqua dest., Gegenfärbung mit Hämalaun und anschließender „Bläuung“ im 
Wasserbad durchliefen die Schnitte die aufsteigende Alkoholreihe und wurden einge-
deckt. 
2.2.4.5 Histologische und Immunhistochemische Auswertung 
Die histologische Auswertung aller Präparate erfolgte nach Verblindung am BX51 Mik-
roskop (Olympus Corporation, Tokyo, Japan). 120-270 µm vom Tumorrand entfernt 
wurden 10 zufällig auf die gesamte Zirkumferenz des Tumors verteilte Gesichtsfelder 
ausgewählt und mittels Zählgitter-Okular evaluiert. Präparate der BrdU- Immunhisto-
chemie wurden unter 400facher Vergrößerung und CAE-Präparate unter 200facher 
Vergrößerung ausgewertet. Zur Bestimmung der Nekroseareale wurden 10 zufällige 
Fotografien im Tumorrandbereich der H.E. gefärbten Präparate bei 200facher Vergrö-
ßerung angefertigt. Mit Hilfe von Adobe Photoshop CS5 (Adobe, San Jose, Kalifornien, 
USA) wurde die Fläche der Nekrosezone erfasst und der prozentuale Anteil an der 
Gesamtfläche berechnet. 
2.2.5 Analyse des Blutplasmas 
Sämtliche Analysen von Enzymaktivitäten wurden mithilfe des Cobas c111 Spektro-
photometers und den dazugehörigen Testreagenzien (siehe Tab. 6; Roche Diagnos-
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Tabelle 8: Reagenzien zur Bestimmung der Enzymaktivität 
Reagenz  Zusammensetzung 
Lipase (Best.-Nr.: 05401704 190) 
R1 
N,N-bis(2hydroxyethyl)glycin Puffer: 50 mmol/L, pH 8,0;  
Colipase (Schweinepankreas): ≥0,9 mg/L; Natriumdesoxycholat:1,6 
mmol/L; Calciumchlorid:10 mmol/L; Detergenz; Konservierungsmittel 
SR 
Tartrat-Puffer: 10 mmol/L, pH 4,0; 1,2-ODilauryl-rac- glycero -3-glu-
tarsäure-(6-methylresorufin)ester: 0,27 mmol/L; Taurodesoxycholat: 
8,8 mmol/L; Detergenz; Konservierungsmittel 
Alanin-Aminotransferase (Best.-Nr.:04718569190) 
R1 
TRIS-Puffer: 224 mmol/L, pH 7.3 (37 °C); L-Alanin: 1120 mmol/L; 
Albumin (Rind): 0.25 %; LDH (Mikroorganismen): ≥ 45 μkat/L; 
Stabilisatoren; Konservierungsmittel 
PYP Pyridoxalphosphat (DL): 730 μmol/L; Konservierungsmittel 
SR 




TRIS-Puffer: 264 mmol/L, pH 7.8(37 °C); L-Aspartat: 792 mmol/L; 
MDH (Schweineherz): ≥ 24 μkat/L; LDH (Mikroorganismen): 
≥ 48 μkat/L; Albumin (Rind): 0.25 %; Konservierungsmittel 
PYP Pyridoxalphosphat (DL): 730 μmol/L; Konservierungsmittel 
SR 
NADH(Hefe): ≥ 1.7 mmol/L;2-oxoglutarate: 94 mmol/L;  
Konservierungsmittel 
 
2.2.5.1 Bestimmung der Lipase-Aktivität im Blutplasma 
Die Pankreaslipase dient der enzymatischen Verdauung von Nahrungsfetten und ka-
talysiert die Hydrolyse von Esterbindungen zwischen Fettsäuren und Glycerol in Tri-
acylglyceriden [148]. Zur Entfaltung der vollen enzymatischen Aktivität benötigt sie zu-
sätzlich eine Colipase und Gallensäuren zur Substratemulsion. Die kolorimetrische 
Messung der Lipaseaktivität beruht auf einer Extinktionszunahme durch enzymatische 
Spaltung des lipasespezifische Chromogens 1,2-O-Dilauryl-rac-glycero-3-Glutar-
säure-(6-methylresorufin)-Ester. Dieser wird zu Glutarsäure-(6-methylresorufin)- Ester 
katalysiert, welcher in alkalischer Lösung spontan zu Glutarsäure und 6-Methylreso-
rufin, einem roten Farbstoff, zerfällt. Hierbei ist bei 583 nm ist die Extinktion direkt pro-
portional zur Lipaseaktivität im Blutplasma. Zur Messung wurden 80 μl R1 Reagenz 
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mit 2 μl der Blutplasmaprobe und 48 μl SR-Reagenz in ein Messröhrchen pipettiert 
(Zusammensetzungen siehe Tab. 6) und anschließend die Absorption bei 583nm im 
Spektrophotometer gemessen. 
2.2.5.2 Messung der Alanin-Aminotransferase-Aktivität im Blutplasma 
Die Alanin-Aminotransaminase (ALT) ist ein Pyridoxalphosphat-abhängiges Enzym 
und katalysiert die reversible Transaminierung zwischen L-Alanin und 2-Oxoglutarat 
zu Pyruvat und L-Glutamat [149]. Sie ist vor allem in Zytosol von Hepatozyten lokali-
siert, findet sich jedoch auch in Zellen von Niere, Herz, Skelettmuskeln, Pankreas, 
Milz, Lunge und in Erythrozyten. Eine Erhöhung der ALT-Aktivität im Serum deutet auf 
eine Schädigung des Lebergewebes hin. Zur Bestimmung der ALT-Aktivität wurden 
11 µl der Plasmaprobe mit 59 µl R1-Reagenz, 17 µl SR-Reagenz sowie 18 µl Pyrido-
xalphosphat (Vitamin B6) als Koenzym versetzt (Zusammensetzungen siehe Tab. 6). 
Das durch die ALT-vermittelte Reaktion gebildete Pyruvat wird von der Lactatdehyd-
rogenase, unter Oxidation von NADH zu NAD+, zu L-Lactat umgesetzt. Der Verbrauch 
von NADH geht mit einer Extinktionsabnahme einher, welche proportional zur ALT-
Aktivität ist und bei der Wellenlänge von 430nm mittels Spektrophotometer erfasst 
wurde. 
2.2.5.3 Messung der Aspartat-Aminotransferase-Aktivität im Blutplasma 
Die Aspartat-Aminotransaminase (AST) dient der Übertragung von Aminogruppen zwi-
schen Aspartat und α-Ketoglutarat, wobei Oxalacetat und Glutamat entstehen. Das 
Enzym kommt in fast allen Geweben vor und zeigt die höchste Aktivität in Leber und 
Herzmuskel. Da es in Hepatozyten zu 80 % mitochondrial lokalisiert ist, steigt die AST-
Aktivität erst bei einer stärkeren Schädigung des Lebergewebes [149]. Zur Bestim-
mung der AST-Aktivität wurden 11 µl Blutplasma mit 40 µl R1-Reagenz, 17 µl SR-
Reagenz sowie 18 µl Pyridoxlphosphat versetzt (Zusammensetzungen siehe Tab. 6). 
L-Aspartat wird durch die AST zu Oxalacetat umgesetzt, welches im Anschluss NADH-
abhängig durch die Malatdehydrogenase zu L-Malat reduziert wird. Die Oxidation von 
NADH zu NAD+ führt zur Extinktionsabnahme proportional zur Enzymaktivität der AST 
im Blutplasma bei 430 nm, welche mittels Spektrophotometer erfasst wurde.  
 




Alle Testungen auf Signifikanz wurden mit Hilfe von SigmaPlot 12 (Systat Software, 
Inc., San Jose, Kalifornien, USA) durchgeführt. Auch zur Erstellung der Diagramme 
und zur Berechnung der EC50-Werte diente o.g. Programm. Linienstreudiagramme 
zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung. Boxplots zeigen den Median, so-
wie das 25. und 75. Quartil in Form einer Box. Das 10. und das 90. Quantil stellen sich 
als Whiskers dar. Signifikante Unterschiede wurden anhand des Mann-Whitney Rank-
Sum Test berrechnet. Dabei wurde die Akkumulation des α- Fehlers bei mehrfachen 
Vergleichen mittels Bonfefroni Korrektur berücksichtigt. Unterschiede mit p ≤ 0,05 di-
vidiert durch die Anzahl sinnvoller Vergleiche wurden als signifikant bezeichnet. Unter-
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3 Ergebnisse 
3.1 In vitro-Versuche 
3.1.1 Gemcitabin hemmt die Proliferation von drei Tumorzelllinien 
Das Pyrimidin-Analogon Gemcitabin findet breite Anwendung in der zytostatischen 
Therapie verschiedener Malignome, darunter auch des PDA. Daher wurde zunächst 
die Chemosensitivität der verwendeten Karzinomzelllinien 6606PDA, 6606l und 
7265PDA mittels WST-1- und BrdU-Assay evaluiert. 
Im WST-1-Assay zeigte sich eine deutliche Reduktion des Zellstoffwechsels als indi-
rektes Maß für die Zellproliferation in Abhängigkeit von der Höhe der Gemcitabinkon-
zentration. Während eine 0,005 µM Gemcitabinlösung nur zu einer sehr geringen Re-
duktion der Absorption im WST-1-Assay führte, bewirkte eine 0,025 µM Gemcitabin-
konzentration bei allen drei Zelllinien eine substantielle und eine 0,125 µM Gemcitabin-
lösung eine maximale Reduktion der Absorption. Auch durch eine Erhöhung der 
Gemcitabinkonzentration auf 0,625 µM war keine weitere Reduktion der Absorption 
möglich (Abb. 4 A). Anhand der aus den einzelnen WST-1-Assays ermittelten EC50-
Werten konnten die verschiedenen Zelllinien hinsichtlich ihrer Chemosensitivität ver-
glichen werden (Abb. 4 B). Alle drei Zelllinien wiesen eine hinreichende Empfindlichkeit 
gegenüber Gemcitabin auf. Zwischen den Zelllinien 6606PDA und 6606l bestanden 
keine signifikanten Unterschiede in den EC50-Werten für Gemcitabin. Der EC50-Wert 
der 7265PDA-Zelllinie hingegen war nicht nur signifikant niedriger als der, der 6606 
PDA-Zelllinien, sondern auch signifikant niedriger als der EC50-Wert der 6606l-Zellen. 
Die 7265PDA-Zelllinie zeigte somit im WST-1-Assay die höchste Sensitivität für 
Gemcitabin. Auch der BrdU-Assay zeigte einen konzentrationsabhängigen Effekt von 
Gemcitabin auf die Proliferation der drei Zelllinien (Abb. 4 C). Die niedrigste Gemci-
tabinkonzentration (0,005 µM) hatte nahezu keinen Effekt auf das Proliferationsverhal-
ten der drei Zelllinien. Bei Erhöhung der Gemcitabinkonzentration auf 0,025 µM bzw. 
0,125 µM wurde, in Abhängigkeit von der jeweiligen Zelllinie, eine geringe bis deutliche 
Hemmung der Zellproliferation erreicht. Die maximale Hemmung der Zellproliferation 
wurde bei allen drei Zelllinien durch eine 0,625 µM Gemcitabinkonzentration erreicht. 
Ein Vergleich der EC50-Werte für Gemcitabin zeigte, übereinstimmend mit den Ergeb-
nissen des WST-1-Assays, Unterschiede in der Chemosensitivität der einzelnen Zell-
linien. Dabei wies die Zelllinie 6606PDA die geringste Empfindlichkeit gegenüber 
Gemcitabin auf.  
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Die Zelllinie 6606l zeigte eine geringfügig größere Chemosensitivität, jedoch ohne da-
bei Signifikanzniveau im Vergleich zu 6606PDA zu erreichen. 7265PDA erwies sich 
hingegen auch im BrdU-Assay als die Karzinomzelllinie mit der ausgeprägtesten Emp-
findlichkeit gegenüber Gemcitabin. Ihr EC50-Wert war tendenziell niedriger als jener 
der 6606l-Zelllinie und im Vergleich zur Zelllinie 6606PDA signifikant erniedrigt. Somit  
































Abbildung 4: Gemcitabin hemmt die Proliferation der drei Zelllinien. Die konzentrati-
onsabhängige Hemmung der Proliferation der Zelllinien 6606PDA 6606Liver, 6606l 
und 7265PDA durch Gemcitabin wurde mittels WST-1-Assay (A, B) nach 48 h Expo-
sition und BrdU-Assay (C, D) nach 24 h Exposition gegenüber Gemcitabin gemessen. 
Die aus der Dosis-Response-Kurve (A, C) ermittelten EC50-Werte (B, D) zeigen eine 
höhere Gemcitabinsensitivität der 7265PDA Zellen im Vergleich zu 6606PDA und 
6606l Zellen. Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney Rank Sum Test 
mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch die Symbole * und # mit p=0,001 (B, 
D) dargestellt. Tendenzielle Unterschiede sind mit dem Symbol T mit p=0,026 (D) dar-
gestellt. Anzahl der unabhängigen WST Assays: n=7 bei 6606PDA, n=8 bei 6606l, n=7 
bei 7265PDA . Anzahl der unabhängigen BrdU-Assays: n=7 bei 6606PDA, n=6 bei 
6606Liver, n=6 bei 7265PDA. 
Gemcitabinkonzentration [µM]
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3.1.2 Induktion des Zelltodes durch Gemcitabin 
Neben proliferationshemmenden Eigenschaften besitzt das Chemotherapeutikum 
Gemcitabin auch zytotoxische Eigenschaften. Um diese Wirkung auf die Karzinomzell-
linien 6606PDA, 6606l und 7265PDA zu evaluieren, wurde die Anzahl abgestorbener 
Zellen nach 48-stündiger Inkubation mit 0,625 µM Gemcitabin im Vergleich zur Kon-
trolle evaluiert. 
Bereits bei der lichtmikroskopischen Evaluation der Zellkultur zeigten sich eine deutli-
che Ausdünnung des Zellrasens am Boden der Mikrotiterplatte und eine deutlich hö-
here Anzahl an avitalen Zellen nach Gemcitabinexposition (Abb. 5 A). Avitale Zellen 
verlieren ihre Adhäsion zum Kunststoffuntergrund, nehmen eine runde Form an und 
flottieren frei im Medium. Um den Gemcitabin-induzierten Zelltod zu quantifizieren, 
wurde nach 48-stündiger Inkubation der drei Karzinomzelllinien mit 0,625 µM Gemci-
tabin bzw. Normalmedium (Kontrolle) ein Trypanblau-Assay durchgeführt (Abb. 5 B). 
Alle drei Zelllinien wiesen in der Kontrolle nur wenige avitale Zellen auf. Signifikante 
Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen bestanden nicht. Bei allen drei Zelllinien 
kam es nach 48-stündiger Inkubation zu einer signifikanten Zunahme des Zelltodes im 
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. Die Zelllinie 6606l zeigte hierbei die geringste 
Fraktion avitaler Zellen. Der relative Anteil trypanblau-positiver Zellen war im Vergleich 
zu dem der Zelllinien 6606PDA und 7265PDA signifikant niedriger. Die Zelllinie 
7265PDA zeigte im Trypanblau-Assay den höchsten Anteil toter Zellen. Dieser war 
signifikant höher als bei der Zelllinie 6606l. Zudem zeigte 7265PDA einen signifikant 
höheren Anteil an avitalen Zellen als die Zelllinie 6606PDA. Die Zelllinie 7265PDA er-
wies sich also auch im Trypanblau-Assay als die Karzinomzelllinie mit der größten 
Gemcitabinsensibilität. 
























Abbildung 5: Induktion des Zelltodes durch Gemcitabin. Die phasenkontrastmikrosko-
pische Aufnahme der Zellkultur bei 100-facher Vergrößerung (B) zeigt eine deutliche 
Reduktion der Zellkonfluenz und ein Zunahme von Zelldetritus nach 48 h Inkubation in 
0,1 µM Gemcitabin im Vergleich zu Normalmedium (Kontrolle), Maßstabsbalken ent-
spricht 100 µM. Quantifizierung des Zelltodes der drei Zelllinien 6606PDA (6606P), 
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6606l und 7265PDA (7265P) nach 48 h Inkubation mit  einer 0,625 µM Gemcitabinlö-
sung bzw. Normalmedium mittels Trypanblau-Assay (A). K=Kontrolle, G= Gemcitabin 
0,625 µM. Anzahl der unabhängigenTrypanblau-Assays: n= 10 für 6606PDA, n=8 für 
6606l und n=7 für 7265PDA. Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney 
Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch die Symbole $ (G vs. 
K) mit p<0,001, # mit p=0,005, * mit p<0,001 und § mit p=0,001 dargestellt.  
 
3.1.3 Konzentrationsabhängiger Einfluss von Metformin auf Tumorzellen 
Um zu überprüfen, inwieweit Metformin wichtige Charakteristika von Karzinomzellen, 
wie Zellviabilität, Zellproliferation und Zelltod beeinflusst, führten wir WST-1- Assays, 
BrdU-Inkorporationsassays und mikroskopische Beobachtungen mit unterschiedlichen 
Metforminkonzentrationen durch. Zur Evaluation des  Einflusses von Metformin auf die 
Zellviabilität der drei Karzinomzelllinien 6606PDA, 6606l und 7265PDA wurde ein 
WST-1-Assay nach 48-stündiger Inkubation der Zellen mit verschiedenen Metformin-
konzentrationen durchgeführt. Hierbei zeigte sich eine konzentrationsabhängige Ex-
tinktionsabnahme bei allen drei Zelllinien ab 0,8 mM Metformin (Abb. 6 A). Diese Be-
obachtung ließ sich vor allem auf eine Beeinflussung des zellulären Stoffwechsels 
durch Metformin zurückführen, da für die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes WST-1 
zelluläre Stoffwechselprodukte als Reduktionsmittel benötigt werden. Im Gegensatz 
dazu zeigte der BrdU-Assay bei der Verwendung von 0,8-20 mM keinen konzentrati-
onsabhängigen Effekt auf die Proliferationsrate der drei Karzinomzelllinien (Abb. 6 B). 
Erst eine sehr hohe Konzentration von 100 mM Metformin führte zu einer starken Re-
duktion der BrdU-Inkorporation. Diese Ergebnisse waren konsistent mit den Beobach-
tungen in der Zellkultur (Abb. 6 C). Während die 48-stündige Inkubation mit 20 mM 
keinen sichtbaren Effekt auf die Konfluenz und somit das Wachstumsverhalten der drei 
Zelllinien zeigte, führte eine 100 mM Metforminkonzentration zu einer erheblichen Aus-
dünnung des Zellrasens und einer deutlichen Zunahme abgerundeter Zellen. Diese 
Daten zeigten, dass der WST-1-Assay zur Quantifizierung von Proliferation und Zelltod 
in dieser Versuchsanordnung ungeeignet war, da dessen Ergebnisse sowohl im Wi-
derspruch zu den eindeutigen Beobachtungen in der Zellkultur, als auch zur Messung 
der BrdU-Inkorporation standen. 
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Abbildung 6: Konzentrationsabhängiger Einfluss von Metformin auf Karzinomzellen. 
Mittels WST-Assay konnte nach 48-stündiger Metforminexposition eine konzentrati-
onsabhängige Hemmung des Zellmetabolismus ab 0.8 mM Metformin festgestellt wer-
den (A). Ab einer Metforminkonzentration von 100 mM ist eine proliferationshem-
mende Wirkung von Metformin nach 24 Stunden mittels BrdU-Assay nachweisbar (B). 
Die phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen der kultivierten Zellen nach 48 h 
Wachstum in Normalmedium (Kontrolle) und 20 mM bzw. 100 mM Metformin bei 100fa-
cher Vergrößerung zeigten eine reduzierte Zellkonfluenz und viele abgerundete Zellen 
bei einer Konzentration von 100 mM, aber nicht bei 20 mM Metformin. 
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3.1.4 Metformin erhöht nicht den Gemcitabin-induzierten Zelltod 
Um eine mögliche Synergie von Gemcitabin und Metformin bei der Induktion des Zell-
todes zu evaluieren, wurden die drei Zelllinien 6606PDA, 6606l und 7265PDA über 
einen Zeitraum von 48 Stunden mit 0,1 µM Gemcitabin, 20 mM Metformin oder der 
Kombination aus beiden Pharmaka behandelt. Anschließend wurde der Zelltod mittels 
Trypanblau-Assay quantifiziert (Abb.7 A-C). Die Behandlung mit 0,1 µM Gemcitabin 
führte bei der Zelllinie 6606PDA zu einer signifikanten Erhöhung des Zelltodes im Ver-
gleich zum Normalmedium. Die Behandlung mit 20 mM Metformin führte hingegen zu 
einer geringen Erhöhung des Zelltodes im Vergleich zum Normalmedium. Zudem lag 
die Anzahl toter Zellen bei dieser Behandlung signifikant niedriger als bei der Behand-
lung mit Gemcitabin. Die Kombinationsbehandlung mit Gemcitabin und Metformin 
führte ebenfalls zu einer signifikanten Erhöhung des Zelltodes im Vergleich zur Kon-
trolle. Allerding war der relative Anteil toter Zellen bei der Kombinationsbehandlung 
tendenziell niedriger als bei Behandlung mit 0,1 µM Gemcitabin alleine. Die Addition 
von 20 mM Metformin zu 0,1 mM Gemcitabin führte also zu einer Verringerung des 
Gemcitabin-induzierten Zelltodes (Abb. 7 A). Ähnliche Ergebnisse erbrachte auch die 
Evaluation der Zelllinien 6606l (Abb. 7 B) und 7265PDA (Abb. 7 C). Auch bei diesen 
Zelllinien führte 0,1 µM Gemcitabin zu einer signifikanten Erhöhung des Zelltodes im 
Trypanblau-Assay. Die Behandlung mit 20 mM Metformin erbrachte auch hier nur eine 
geringe Erhöhung des Zelltodes. Die Kombinationsbehandlung mit Gemcitabin und 
Metformin führte zwar auch hier zu einer erkennbaren Reduktion des Gemcitabin-in-
duzierten Zelltodes, jedoch ohne Tendenz- oder Signifikanzniveau zu erreichen. Die 
Ergebnisse des Trypanblau-Assay spiegelten sich auch in den mikroskopischen Be-
trachtungen des Wachstumsmuster der drei Karzinomzelllinien nach Behandlung wie-
der (Abb. 7 D). Nach 48-stündigem Wachstum im Normalmedium zeigte sich eine hohe 
Konfluenz der adhärenten Karzinomzellen auf dem Boden der Mikrotiterplatte. Im Ge-
gensatz dazu, zeigten sich nach Inkubation mit 0,1 µM Gemcitabin eine deutliche Re-
duktion der Zellkonfluenz und zahlreiche, avitale, frei im Medium flottierende Zellen. 
Auch nach Inkubation mit der Kombination aus Gemcitabin und Metformin, konnte eine 
Ausdünnung des Zellrasens und eine Zunahme an avitalen Zellen beobachtet werden. 
Diesen waren jedoch augenscheinlich weniger ausgeprägt, als nach Gemcitabinbe-
handlung. Die Inkubation mit 20 mM Metformin hatte hingegen keinen sichtbaren Ein-
fluss auf das Zellwachstum. Im Vergleich zur Kontrolle war die Zellkonfluenz unverän-
dert. Zusammengefasst sprechen die hier gezeigten Daten aus Trypanblau-Assay und 
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Abbildung 7: Metformin erhöht nicht den Gemcitabin-induzierten Zelltod. Trypanblau-
Assay der drei Zelllinien 6606PDA (A), 6606l (B) und 7265PDA (C) nach 48h Inkuba-
tion in Normalmedium (K), 0,1 µM Gemcitabin(G), 20 mM Metformin (M) und der Kom-
bination beider Pharmaka (G+M). Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-
Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch die Symbole 
*, #  mit p=0,002 für A, *, #  mit p=0,008 für B und *, #  mit p=0,008 für C. Tendenzielle 
Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur 
ermittelt und sind durch den Buchstaben T mit p= 0,015 dargestellt (A). Anzahl der 
unabhängigen Trypanblau-Assays: n= 6 für 6606PDA, n=5 für 6606l und n=5 für 
7265PDA. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zellen nach 48h Inkubation 
unter o.g. Bedingungen bei 100-facher Vergrößerung zeigten nach Kombinationsbe-
handlung (Gemcitabin+Metformin) weniger avitale Zellen als nach Gemcitabinbehand-
lung (D). 
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3.1.5 Metformin hemmt die Gemcitabin-induzierte Apoptose der Zelllinie 6606PDA 
Um die unter 3.1.4 dargestellten Beobachtungen zu reproduzieren und genauer zu 
charakterisieren, erfolgte eine molekularbiologische Untersuchung der Auswirkung 
von Metformin auf die Gemcitabin-induzierte Apoptose in der Zelllinie 6606PDA. Dazu 
wurde mittels Western Blot semiquantitativ die Menge und proteolytische Spaltung der 
Cleaved Caspase-3, der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) sowie die Expression 
von β-Aktin nach 24-stündiger und nach 48-stündiger Behandlung mit Normalmedium, 
0,1 μM Gemcitabin, 0,1 μM Gemcitabin + 20 mM Metfomin und 20 mM Metformin dar-
gestellt (Abb. 8 A-C). Im Rahmen der Apoptose wird Caspase 3 durch proteolytische 
Spaltung aktiviert und katalysiert die Spaltung verschiedener Proteine, darunter auch 
PARP. 
Bei der Evaluation der Cleaved Caspase-3 stellte sich nach Behandlung mit 0,1 µM 
Gemcitabin eine deutlich ausgeprägte Proteinbande bei 17-19 kDa dar. Diese Protein-
bande repräsentiert das Größere der beiden Bruchstücke nach proteolytischer Aktivie-
rung der Caspase-3. Nach Behandlung mit 0,1 µM Gemcitabin und 20 mM Metformin 
in Kombination zeigte sich sowohl bei 24 bzw. 48 Stunden eine wesentlich geringere 
Ausprägung dieser Proteinbande.  Zu beiden Zeitpunkten konnte keine Aktivierung der 
Caspase-3 nach Inkubation in Normalmedium oder 20 mM Metformin beobachtet wer-
den (Abb.8 A). Bei der Analyse der PARP Expression konnten nach Behandlung mit 
0,1 µM Gemcitabinlösung über 24 bzw. 48 Stunden zwei Proteinbanden dargestellt 
werden. Die erste Proteinbande bei 116 kDa repräsentierte das intakte Enzym. Die 
zweite Proteinbande bei 89 kDa stellte das Spaltprodukt der PARP dar und belegte 
somit die Aktivierung der Caspase-Kaskade im Rahmen der Apoptose. Nach Inkuba-
tion in Normalmedium, Metformin oder der Kombination aus Metformin und Gemcitabin 
über 24 bzw. 48 Stunden stellte sich nur intakte PARP, nicht jedoch das Spaltprodukt 
des Enzyms im Western Blot dar (Abb. 8 B). Der Nachweis des ubiquitär exprimierten 
Proteins β-Aktin diente als Kontrolle für die gleichmäßige Beladung der Gele mit Pro-
teinlysaten und zeigte, dass die verschiedenen Behandlungen die Expression von β-
Aktin nicht beeinflussten (Abb. 8 C). Zum einen belegen diese Ergebnisse, dass Met-
formin alleine kaum Einfluss auf die Apoptose der Tumorzellen hatte, Gemcitabin je-
doch zu einer deutlichen Induktion der Apoptose führte. Zum anderen zeigen sie, dass 
Metformin zu einer Reduktion der Gemcitabin-induzierten Zelltodes führte. 























Abbildung 8: Metformin hemmt die Gemcitabin-induzierte Apoptose  der Zelllinie 
6606PDA. Ein nach 24 und 48-stündiger Inkubation der Zelllinie 6606PDA in Normal-
medium (K), 0,1 µM Gemcitabin (G), 0,1 µM Gemcitabin+ 20 mM Metformin (G+M) 
oder 20mM Metfomin (M) durchgeführter Western Blot belegt, dass Metformin die 
durch Gemcitabin verursachten Aktivierung der Caspase 3 (Pfeil in A) und den prote-
olytischen Abbau der PARP (Pfeil in B) reduzierte. Die Expression von β-Aktin wurde 
durch die Behandlung nicht beeinflusst und diente als Kontrolle für die gleichmäßige 
Beladung der Gele mit Proteinlysaten (C). 
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3.1.6 Keine synergistische Reduktion der Proliferation durch Metformin & Gemcitabin 
Um eine mögliche synergistische Wirkung von Gemcitabin mit Metformin auf die  Hem-
mung der Proliferation der drei Karzinomzelllinien 6606PDA, 6606l und 7265PDA zu 
evaluieren, wurde ein BrdU-Assay durchgeführt. Die Inkubation der Zelllinie 6606PDA  
in 0,1 µM Gemcitabin führte zu einer signifikanten Reduktion der BrdU-Inkorporation 
im Vergleich zur Inkubation in Normalmedium (Abb. 9 A). Ebenso reduzierte die Be-
handlung mit der Kombination aus 0,1 µM Gemcitabin und 20 mM Metformin die Zell-
proliferation, im Vergleich zur Kontrolle, signifikant. Im Gegensatz dazu verursachte 
die Behandlung mit 20 mM nur eine geringfügige Reduktion der Zellproliferation (Abb. 
9 A). Ähnliche Ergebnisse ergaben sich bei der Untersuchung der Zelllinien 6606l 
(Abb. 9 B) und 7265PDA (Abb. 9 C). Auch hier führte sowohl die Behandlung mit 0,1 
µM Gemcitabin als auch mit der Kombination aus 0,1 µM Gemcitabin und 20 mM Met-
formin zu einer signifikanten Reduktion der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle. 
Zudem war die Proliferation nach dieser Behandlung auch im Vergleich zur Inkubation 
mit 20 mM Metformin signifikant reduziert. Die Behandlung mit 20 mM Metformin al-









Abbildung 9: Keine synergistische Reduktion der Proliferation durch Metformin & 
Gemcitabin. Die Proliferation der Zelllinien 6606PDA (A), 6606l (B) und 7265PDA  (C) 
wurde nach 24 h Inkubation in Normalmedium (K), 0,1 µM Gemcitabin (G), 0,1 µM 
Gemcitabin+ 20 mM Metformin (G+M) oder 20mM Metformin (M) mittels BrdU-Assay 
evaluiert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlung-
en mit Gemcitabin und mit der Kombination von Gemcitabin mit Metformin. Signifikante 
Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur 
ermittelt und sind durch die Symbole * mit p=0,002 (A, B, C), # mit p=0,009 (A), 
p=0,004 (B), p= 0,002 (C) und $ mit p= 0,009(B), p=0,002 (C) dargestellt. Anzahl der 
unabhängigen BrdU-Assays: n=6 für 6606PDA, n=6 für 6606l und  n=6 für 7265PDA.
A B C 
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3.2 In vivo-Versuche 
3.2.1 Verlauf von Körpergewicht und Blutglukosekonzentration 
Zur Evaluation der antineoplastischen Wirkung der verschiedenen Therapien injizier-
ten wir 6606PDA Zellen orthotop in das Pankreas von C57BL/6J Mäuse und behan-
delten sie entsprechend des in 2.2.3 gezeigten Behandlungsschemas. Hierbei diente 
die regelmäßige Kontrolle des Körpergewichtes sowohl zur Erfassung von tumorbe-
dingten Komplikationen, wie beispielsweise gastrointestinale Passagestörungen oder 
Kachexie, als auch zur Untersuchung eines möglichen Einflusses der verschiedenen 
Therapieregime auf den Ernährungszustand. Ebenso wurden regelmäßige Messun-
gen der Blutglukosekonzentration durchgeführt, um eine Beeinflussung der Gluko-
sehomöostase durch das Tumorleiden oder die antineoplastische Therapie, insbeson-
dere durch die Metforminapplikation, zu evaluieren. Die vier Behandlungsgruppen 
Sham, Gemcitabin, Gemcitabin+Metformin und Metformin besaßen vor der Tumor-
zellinjektion an Tag 7 ein nahezu identisches Körpergewicht (Abb. 10 A). Postoperativ 
verloren alle Gruppen kurzzeitig an Gewicht. Bis zum Tag 15 hatte sich der Gewichts-
verlauf jedoch wieder weitgehend stabilisiert. Nach Beginn der Therapie verloren die 
Mäuse unter antineoplastischer Therapie leicht an Gewicht, wohingegen das Gewicht 
der Mäuse aus der Sham-Kohorte weitgehend konstant blieb. Gegen Ende des Ver-
suches sank das Körpergewicht aller Behandlungsgruppen leicht ab. Dieser Umstand 
war am ehesten auf die fortgeschrittene Tumorerkrankung zurückzuführen. Die Blut-
glukosekonzentrationen der vier Behandlungsgruppen waren am Tag der Tumorzellin-
jektion weitgehend gleich und wichen bis zu Tag 15 nur geringfügig voneinander ab 
(Abb. 10 B). Nach Beginn der Therapie an Tag 15 sank an Tag 21 die Blutglukosekon-
zentration einiger Mäuse unter Metformintherapie abrupt und stark ab (Abb. 10 C), 
sodass eine Reduktion der Metformindosis um die Hälfte für den weiteren Versuchs-
verlauf notwendig wurde. 
3.2.2 Gemcitabinapplikation verursacht eine Reduktion der Leukozytenzahl 
Die Versuchstiere wiesen am Tag 36 nach Gemcitabin- oder Gemcitabin+Metformin-
behandlung eine starke Reduktion in der Anzahl der Leukozyten im Blut in Vergleich 
zu Mäusen nach Shambehandlung auf (Abb. 10 D). Eine Evaluation der Leukozyten- 
Subpopulationen ließ erkennen, dass vor allem die Zahl der Lymphozyten durch 
Gemcitabin signifikant reduziert wurde (Abb. 10 E). Der  Nachweis der relativen Leu-
kopenie bzw. Lymphopenie bestätigte, dass Gemcitabin in klinisch relevanten Dosen 
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appliziert wurde. Die Therapie mit Metformin hatte hingegen keine signifikante Auswir-
kungen auf die Anzahl der Leukozyten bzw. Lymphozyten. 
 
 
Abbildung 10: Auswirkung der Therapien auf Körpergewicht, Blutglukosekonzentra-
tion und Blutbild der vier Behandlungsgruppen Sham (n=8), Gemcitabin (G, n=8) , 
Gemcitabin+Metformin (G+M, n=8) und Metformin (M, n=7). Abgesehen von einem 
transienten postoperativen Gewichtsverlust nahm das Körpergewicht aller vier Be-
handlungsgruppen im Laufe des Versuches nur gering ab (A) und die Butglukosekon-
zentration blieb weitgehend konstant (B). Eine Therapie mit 250 mg/kg Metformin pro 
Tag reduzierte die Blutglukosekonzentration an Tag 21 (C). Bei den Behandlungsgrup-
pen Gemcitabin und Gemcitabin+Metformin zeigte sich im Differentialblutbild vom letz-
ten Versuchstag eine Reduktion der Leukozyten (D) und Lymphozyten (E) im Vergleich 
zu den Behandlungsgruppen Sham und Metformin. Signifikante Unterschiede wurden 
mittels Mann-Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch 
die Symbole * mit p= 0,005 (D) und p= 0,007 (E); # mit p< 0,001 (D) sowie § mit  p= 
0,001 (D, E)  dargestellt. Tendenzielle Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney 
Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch den Buchstaben T 
mit p=0,01 (E) dargestellt. 
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3.2.3 Einfluss der Chemotherapie auf das Pankreasgewebe und die Leber 
Zur Evaluation einer möglichen Pankreasatrophie nach Behandlung mit Gemcitabin 
oder Metformin wurden die Pankreata der Versuchstiere an Tag 36 gewogen. Dabei 
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Behand-
lungsgruppen (Abb. 11 A). Die Aktivität der Lipase im Blutplasma entsprach dem Re-
ferenzwert von unbehandelten C57Bl/6J Mäusen, wobei signifikante Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Behandlungen nicht gefunden wurden (Abb. 11 B). Zudem führte 
die Tumorerkrankung nicht zu einer Erhöhung der Serumaktivität der Pankreaslipase 
außerhalb des Referenzwertes von unbehandelten C57Bl/6J Mäusen [150]. Um eine 
Schädigung des Lebergewebes durch die antineoplastische Therapie zu erfassen, 
wurden die Aktivitäten der Aspartat-Aminotransferase (Abb. 11 C) und der Alanin-Ami-
notransferase (Abb. 11 D) im Blutplasma ermittelt. Dabei zeigten sich keine Auswir-




















Abbildung 11: Keine Pankreas- bzw. Leberschädigung durch Gemcitabin und Metfor-
min. Nach Kontroll- (Sham, n=8), Gemcitabin- (G, n=8), Metformin- (M, n=7) und 
Gemcitabin+Metformin-Behandlung (G+M, n=8) konnten keine signifikanten Unter-
schiede bezüglich der Pankreasmasse  beobachtet werden (A). Die Lipaseaktivität im 
Serum an Tag 36 (B) zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Behandlungsgruppen. Die Evaluation der Aktivität der Lebertransaminasen  AST (C) 
und ALT (D) an Tag 36 zeigte keine hepatotoxische Wirkung der Therapeutika.  
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3.2.4 Reduktion des Tumorgewichtes durch antineoplastische Therapie 
Als primärer Endpunkt der Studie wurde das Tumorgewicht nach 21 Tagen Therapie 
bzw. Shambehandlung erfasst. Bereits bei Präparation der inneren Organe zeigten 
sich deutliche Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen in der Größe der Tu-
moren. Die Tumoren der Sham-Gruppe waren augenscheinlich größer als die der In-
terventionsgruppen (Abb. 12 A). Zur genaueren Evaluation der Wirksamkeit der ein-
zelnen Behandlungen wurde der Tumor aus dem Pankreas und dem evtl. adhärenten 
Gewebe herauspräpariert und gewogen (Abb. 12 B). Dabei zeigte sich, dass die Be-
handlungen mit Gemcitabin, Metformin oder der Kombination aus diesen beiden Phar-
maka in der Lage waren, das Tumorgewicht, im Vergleich zur Shamtherapie, zu redu-
zieren. Die Therapie mit dem klassischen Chemotherapeutikum Gemcitabin führte le-
diglich zu einer tendenziellen Reduktion des Tumorgewichtes im Vergleich zur Sham-
therapie. Im Gegensatz dazu war die Behandlung mit dem Antidiabetikum Metformin, 
verglichen mit der Shambehandlung, in der Lage das Tumorgewicht signifikant zu re-
duzieren (p=0,004). Die stärkste Reduktion des Tumorgewichts wurde mit der Kombi-
nationstherapie aus Gemcitabin plus Metformin erreicht (p<0,001). Somit weisen 
Gemcitabin und Metformin einen geringfügig additiven Effekt in diesem Tierversuch 
auf. 
3.2.5 Evaluation von Proliferation, Nekrose und Inflammation 
Um zu überprüfen, in wie weit die Therapeutika die Karzinomzellproliferation in den 
Tumoren hemmt, wurde der Anteil proliferierender Zellen mittels BrdU-Immunhistoche-
mie dargestellt (Abb. 13 A). Die Therapie mit Gemcitabin, Metformin oder die Kombi-
nation beider Therapeutika reduzierte den Prozentsatz BrdU-positiver Zellen im Ver-
gleich zur Shamtherapie, wobei die beobachteten Unterschiede jedoch nicht signifikant 
waren (Abb. 13 B). Um Zelltod innerhalb der Karzinome zu quantifizieren, wurden nek-
rotische Flächen mittels HE-Färbung dargestellt. Die nekrotischen Flächen waren da-
bei durch einen Verlust der Zytoarchitektur sowie fehlende Darstellung der Zellkerne 
gekennzeichnet (Abb. 13 C). Die Quantifizierung der Nekroseflächen ergab keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (Abb. 13 D). 
Mittels CAE-Färbung wurde die Infiltration von Immunzellen in das Tumorgewebe ana-
lysiert (Abb. 13 E). Es zeigte sich jedoch nur ein marginaler Anstieg der neutrophilen 
Granulozyten innerhalb der Tumoren nach Behandlung mit Gemcitabin, Gemci-
tabin+Metformin und Metformin im Vergleich zur Sham-Behandlungsgruppe (Abb. 13 
F). Die Reduktion des Tumorgewichts durch die verwendeten Pharmaka ist daher nicht 
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auf eine Zunahme der Tumorgewebsnekrose oder eine verstärkte Inflammation zu-
rückzuführen, könnte jedoch durch eine geringfügig reduzierte Karzinomzellprolifera-
tion verursacht werden. 
 
 
Abbildung 12: Antineoplastische Therapien reduzieren das Tumorgewicht. Darstel-
lung der Karzinome (A) und der Quantifizierung des Karzinomgewichtes (B) der Be-
handlungsgruppen nach Shambehandlung der Tiere (Sham), bzw. Gemcitabin (G), 
Metformin (M) oder Gemcitabin+Metformin (G+M) Therapie. Dabei zeigte sich eine 
Reduktion der Tumormasse bei den Interventionsgruppen im Vergleich zur Sham-
gruppe. Die stärkste Reduktion wurde durch die Kombinationsbehandlung mit Gemci-
tabin+Metformin erreicht. Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney 
Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch die Symbole * mit 
p<0,001, # mit p=0,004 dargestellt. Tendenzielle Unterschiede wurden mittels Mann-
Whitney Rank Sum Test mit Bonferroni-Korrektur ermittelt und sind durch den Buch-
staben T mit p=0,015 dargestellt. 
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Abbildung 13: Evaluation von Proliferation, Nekrose und Inflammation. Mittels BrdU-
Immunhistochemie wurde die Anzahl BrdU-positiver Zellen (1) und nichtproliferieren-
der, BrdU-negativer Zellen (2) innerhalb der Tumoren dargestellt (A). Der Prozentsatz 
sich in Proliferation befindlicher Zellen wurde in der Kontrollgruppe (Sham) sowie nach 
Gemcitabin- (G), Metformin- (M) und Gemcitabin+Metformin-Behandlung (G+M) quan-
tifiziert. Zudem wurden Gewebsschnitte der Tumoren mittels HE-Färbung (C) gefärbt 
und die Nekrosenflächen (3) innerhalb vitaler Tumorareale (4) in der Nähe des Tumor-
randes (5) ausgemessen und ihr relativer Anteil an der Gesamtfläche berechnet (D). 
Eine Erhebung der Anzahl neutrophiler Granulozyten (6) innerhalb der Tumoren mit-
tels CAE-Immunhistochemie (E) zeigte eine geringfügig erhöhte Inflammation bei den 
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4 Diskussion 
4.1 Diskussion der Materialen und Methoden 
4.1.1 In vitro 
4.1.1.1 Auswahl der Tumorzelllinien 
Die drei Tumorzelllinien wurden uns freundlicherweise von Prof. Tuveson vom 
Cambridge Research Institute, University of Cambridge, UK zur Verfügung gestellt. Da 
sie aus einem Pankreaskarzinom einer transgenen LSL-KrasG12D Maus isoliert wurden, 
tragen die Zelllinien eine onkogene Kras-Mutation. Da dies die häufigste Mutation im 
PDA ist, scheinen die Zellen für ein Pankreaskarzinommodell gut geeignet [151]. Die 
Zelllinie 7265PDA trägt zusätzlich eine Punktmutation des Tumorsuppressorgens p53 
(p53R172H). Auch p53-Mutationen sind häufig beim PDA mit Tumorprogression und Me-
tastasierung assoziiert [152–154]. Eine Alternative wäre die Zelllinie Panc02 gewesen 
[112]. Da diese Zelllinie schon relativ alt ist und ihre Charakterisierung in der Literatur 
unterschiedlich dargestellt wird, erscheint die Charakterisierung neuer muriner Zellli-
nien jedoch interessanter [155]. 
4.1.1.2 WST-1- und BrdU-Assay zur Evaluation der Zellproliferation 
Der WST-1-Assay findet in der Forschung breite Anwendung zur Evaluation von Zell-
proliferation und –viabilität in vitro [156]. Vorteilhaft sind dabei die kommerzielle Ver-
fügbarkeit und die einfache Anwendung mit relativ wenigen Arbeitsschritten. Es muss 
jedoch beachtet werden, dass dieses Nachweisverfahren weder die Anzahl vitaler Zel-
len noch die Zellproliferation direkt misst, sondern lediglich Auskunft über den Zellstoff-
wechsel, genauer die intrazelluläre NADH-Produktion, gibt. Dies ist meist unerheblich, 
da Zellstoffwechsel und Proliferation gut miteinander korrelieren. Problematisch ist hin-
gegen die Evaluation der Proliferation, wenn der Zellstoffwechsel durch unbekannte 
Faktoren beeinflusst wird. Der Blick auf die molekularen Mechanismen des WST-1-
Assays verdeutlicht die Einschränkungen der Validität dieses Messverfahrens. Der 
WST-1-Assay ist einer der neueren kolorimetrischen Assays auf Basis von Tetrazoli-
umfarbstoffen. Diese beruhen im Wesentlichen auf Messung einer Absorptionsände-
rung, hervorgerufen durch einen Farbumschlag. Durch Reduktion des jeweiligen Tet-
razoliumsalzes wird die zentrale Struktur des Moleküls, ein aus vier Stickstoffatomen 
bestehender Tetrazolring, aufgebrochen. Dies verursacht ein kräftige rote bis violette 
Färbung der jeweiligen Lösung, abhängig von dem verwendeten Tetrazoliumsalz 
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[157]. Im Unterschied zu anderen, positiv geladenen Tetrazoliumfarbstoffen, die haupt-
sächlich durch mitochondriale Reduktasen reduziert werden, kann WST-1 aufgrund 
seiner negativen Ladung die Zellmembran nicht durchdringen [158]. Daher ist dem 
WST-1-Reagenz 1-Methoxy-5-methyl-Phenazinmetholsulfat (mPMS) als intermediä-
rer Elektronenakzeptor beigemischt. Dieser vermittelt die Übertragung von Elektronen 
unter Beteiligung eines Trans-Plasmamembran-Transporters von NADH auf WST-1 
[159]. Die beobachtete konzentrationsabhängige Absorptionshemmung durch Metfor-
min ist also nicht über eine Hemmung des Komplex I der mitochondrialen Atmungs-
kette zu erklären, da dies zu einer Reduktion des NADH-Verbrauches und somit zu-
mindest zu einem intramitochondrialen NADH-Konzentrationsanstieg führen würde 
[160]. Eine mögliche Erklärung wäre eine Zunahme der aeroben Glykolyse unter Met-
formineinfluss mit konsekutiver Induktion der Laktatdehydrogenase [161].  Dieses En-
zym reduziert Pyruvat zu Laktat unter Verbrauch von NADH. Schlussfolgernd lässt sich 
festhalten, dass der WST-1-Assay nicht zur Evaluation der Zellproliferation geeignet 
ist, wenn Substanzen untersucht werden sollen, die wesentlichen Einfluss auf den Zell-
stoffwechsel haben. Der BrdU-Assay hingegen misst die Menge an BrdU-Inkorporation 
in die DNA [162]. Da diese nahezu ausschließlich in der S-Phase der Zellproliferation 
stattfindet, ist der Messwert direkt proportional zu der Anzahl proliferierender Zellen. 
Der Vorteil dieses Nachweisverfahrens ist daher seine Spezifität für die Proliferation. 
Nachteile bietet der BrdU-Assay durch die Notwendigkeit mehrerer Arbeitsschritte, 
welche die Anzahl möglicher Fehlerquellen erhöht. 
4.1.1.3 Trypanblau-Assay zur Evaluation des Zelltodes 
Der Trypanblauassay ist ein seit Langem etabliertes Verfahren zur Beurteilung der 
Zellvitalität. Im Gegensatz zu anderen Verfahren zur Erfassung von Zelltod, wie der 
Nachweis von DNA-Leitern, die terminal dUTP nick end-labeling (TUNEL)-Methode, 
die Durchflusszytometrie oder den Cytochrom C-Nachweis, wird für diesen Assay nur 
ein einfaches Durchlichtmikroskop, eine Neubauer-Zählkammer und Trypanblau als 
Farbstoff benötigt [163–166]. Trypanblau kann die intakte Zellmembran nicht durch-
dringen. Kommt es zu Schäden an der Zellmembran, entweder bei Nekrose oder spä-
ten Phasen der Apoptose, gelangt der Farbstoff in die Zelle und färbt diese homogen 
blau. Dabei ist auf eine zügige Arbeitsweise und zeitnahe Mikroskopie zu achten, da 
Trypanblau selbst zytotoxisch wirkt. Sind die zu untersuchenden Zellen dem Farbstoff 
zu lange ausgesetzt, kann dies zu falsch positiven Ergebnissen führen [167]. Des Wei-
teren können einige Trypanblau-Lösungen agglutinierte Farbstoffpartikel enthalten, die 
Diskussion| 4.1 Diskussion der Materialien und Methoden 
57 
dann ein „Hintergrundrauschen“ erzeugen und die Differenzierung avitaler Zellen er-
schweren. Hinzu kommt, dass die Zellen im Verlauf ihrer Apoptose schrumpfen und 
zu sog. Apoptosekörperchen zerfallen, welche nur noch schwer von anderen Verun-
reinigungen zu unterscheiden sind [168]. Der Assay kann daher nicht zwischen 
Apoptose und Nekrose unterscheiden. Da die Auswertung des Trypanblauassays 
auch immer eine subjektive Komponente enthält, ist oft eine Interobserver-Variabilität 
in der Auswertung zu beobachten. Durch Verblindung der einzelnen Proben wurde 
jedoch einer subjektiven Beeinflussung der Ergebnisse entgegengewirkt. 
4.1.1.4 PARP und Cleaved Caspase 3 als molekulare Marker der Apoptose 
Zur Detektion von Apoptose in Zellkultur gibt es zahlreiche Methoden mit spezifischen 
Vor- und Nachteilen. Dazu gehören der Nachweis der DNA-Fragmentation mittels 
DNA-Leitern, die TUNEL-Methode sowie die Markierung von Phosphatitdylserinresten 
der Plasmamembran nekrotischer Zellen durch Annexin V oder der Nachweis der Cy-
tochrom C-Freisetzung [163–166]. Ein gemeinsamer Nachteil der ersten beiden Me-
thoden besteht in einem Fehlen der sicheren Differenzierung zwischen Apoptose und 
Nekrose [169]. Annexin V-Labeling ist zwar sehr spezifisch, benötigt jedoch eine zu-
sätzliche Färbung zur Markierung nekrotischer Zellen [170]. Der Cytochrom c-Nach-
weis gestaltet sich schwierig aufgrund dessen kurzer Halbwertszeit im Zytosol [171]. 
Mittels Detektion einer Aktivierung der Caspase-Kaskade lässt sich die Apoptose von 
Zellen hochspezifisch nachweisen [172]. Besonders geeignet ist hierfür die aktivierte 
Caspase 3 („cleaved“ caspase). Sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Weg 
der Apoptoseinduktion münden in einer Spaltung der Procaspase 3 zu ihrer aktiven 
Form durch Initiatorcaspasen. Als Effektorcaspase bewerkstelligt Caspase 3 die Spal-
tung verschiedener Proteine, die für die Aufrechterhaltung der zellulären Integrität be-
deutend sind, darunter auch die Poly- (ADP-Ribose)-Polymerase (PARP). Die Detek-
tion der aktivierten Caspase-3 mittels Western Blot erfordert zwar relativ hohe Zellzah-
len und eine aufwendige Aufbereitung der Proben, ist jedoch hochspezifisch zum 
Nachweis apoptotischer Zellen [173]. Zusätzlich wird diese Selektivität durch den 
Nachweis der Aktivierung der Caspase-3 in Form von PARP-Spaltprodukten weiter 
erhöht. 
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4.1.2 In vivo 
4.1.2.1 Orthotopes syngenes Pankreaskarzinommodell 
Zum Vergleich verschiedener Therapien des Pankreaskarzinoms im Tierversuch ist 
ein Modell erforderlich, dass zuverlässig Tumoren vergleichbarer Größe und Histologie 
zur Verfügung stellt. Die subkutane oder orthotope Transplantation von patient-derived 
xenografts bei immunkompromittierten Mäusen ist hierfür eher ungeeignet, da zum ei-
nen Tumoren unterschiedlicher Histologien entstehen, und zum anderen sind die in-
flammatorische Reaktion auf den Tumor und deren potenzielle Beeinflussung durch 
die Therapie nur unzureichend beurteilbar [174,175]. Die Injektion humaner Pankreas-
karzinomzelllinien, subkutan oder orthotop, führt zwar zur Entstehung von Tumoren 
von vergleichbarer Histologie und Größe, jedoch ist auch in diesem Modell die poten-
zielle Beeinflussung tumorimmunologischer Aspekte durch die Therapie nur unzu-
reichend beurteilbar. Erst die Verwendung von murinen Karzinomzellen erlaubt die 
Etablierung von Tumormodellen mit naturnahem Tumormikromilieu [176]. Deren sub-
kutane Injektion ist zwar technisch einfach und erlaubt die kontinuierliche Größenmes-
sung der heranwachsenden Tumoren, bringt allerdings eine eher unphysiologische 
Tumor-Stroma-Interaktion mit sich, da die Tumoren nicht im Pankreas selbst entstehen 
[177]. Die orthotope Injektion von murinen Karzinomzellen hingegen erlaubt die Ent-
stehung von Pankreaskarzinomen gleicher Größe und Histologie im physiologischen 
Ursprungsgewebe eines immunkompetenten Wirtes. Im Vergleich zur Verwendung 
transgener Mausmodelle des Pankreaskarzinom, wie z.B. LSL-KrasG12D/+;Pdx-1-Cre-
Mäuse, erfordert unser Modell einen wesentlich geringeren finanziellen und zeitlichen 
Aufwand. Nach einigen Vorversuchen erreichten wir eine tumor take rate von nahezu 
100 % und eine gegen Null gehende perioperative Mortalität. Die Entstehung einer 
Peritonealkarzinose durch intraoperative Tumorzelldissemination wurde durch Auf-
pressen eines Wattestäbchens auf den Injektionskanal effektiv vermieden. Die asser-
vierten Tumoren wiesen zwar im Gegensatz zu humanen Pankreaskarzinomen ein e-
her verdrängendes als infiltratives Wachstum auf und ließen zudem Lymphknoten- und 
Organmetastasen vermissen. Dennoch ähnelten sie histologisch humanen PDAs und 
zeigten eine desmoplastische Reaktion in der Tumorperipherie. Daher ist dieses Mo-
dell aufgrund der geringen interindividuellen Unterschiede von Tumorgröße und Be-
schaffenheit zwischen den einzelnen Versuchstieren ideal geeignet, um die Auswir-
kungen verschiedener Substanzen auf das Tumorwachstum zu evaluieren. 
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4.1.2.2 Antineoplastische Therapie mit Gemcitabin und Metformin 
Im Gegensatz zur Publikation von Little et al. [111], konnte bei einer Dosis von 20 
mg/kg KG Gemcitabin keine Reduktion des Tumorgewichtes in Vorversuchen beo-
bachtet werden (Daten wurden nicht gezeigt), sodass alle beschriebenen Experimente 
mit 50 mg/kg Gemcitabin pro Injektion durchgeführt wurden. Dadurch wurde eine ku-
mulative Gesamtdosis von 300 mg/kg KG Gemcitabin erreicht. Im Vergleich dazu er-
hält ein Patient im ersten Zyklus seiner Chemotherapie bei PDA 1000 mg Gemci-
tabin/m2 Körperoberfläche einmal wöchentlich über sieben Wochen, gefolgt von weite-
ren Zyklen mit jeweils einer Dauer von drei Wochen mit einer Woche Pause zwischen 
den Zyklen. Unter Annahme eines 70 kg schweren Patienten ist nach Berechnung mit 
der Livingston-Lee-Formel von einer Gemcitabineinzeldosis von näherungsweise 26 
mg/kg Körpergewicht auszugehen [178]. Die kumulativen Dosen Gemcitabin eines 
Menschen bei PDA-Therapie betragen also in einem Behandlungszeitraum von 3 Wo-
chen 78 mg/kg KG, nach dem ersten Therapiezyklus von 7 Wochen 183 mg/kg KG 
und nach Vollendung von zwei Therapiezyklen 261 mg/kg KG. Daher sind die in dieser 
Studie verwendeten Gemcitabindosierungen annähernd vergleichbar mit der klini-
schen Anwendung. Die Dosierung von Metformin orientierte sich an mehreren Studien, 
die einen antiproliferativen Effekt einer täglichen Metformindosis von 250 mg/kg Kör-
pergewicht auf Xenografts von Pankreas und Kolonkarzinomen sowie bei Leukämie 
im Tierversuch nachweisen konnten [179]. Im Vergleich dazu beträgt maximale Ta-
gesdosis eines Typ-2-Diabetikers 2000 mg Metformin oral [180]. Bei einer oralen 
Bioverfügbarkeit von 50-60 % entspricht dies einer effektiven Dosis von 1000-1200 mg 
täglich und somit bei einem 70 kg schweren Patienten ca. 14-17 mg/kg Körpergewicht. 
Die hier verwendete Metformintherapie liegt mit 250 bzw. 125 mg/kg Körpergewicht 
deutlich über den Dosierungen bei Typ-2-Diabetikern und unterschied sich darüber 
hinaus auch, aufgrund der intraperitonealen Applikation, von der Pharmakokinetik ei-
ner oralen Therapie. Da jedoch eine orale Verabreichung von Metformin über das 
Trinkwasser oder die Nahrung unter Umständen zu interindividuellen Dosisschwan-
kungen zwischen den einzelnen Versuchstieren geführt hätte und zudem für die 
Gemcitabinapplikation ohnehin eine intraperitoneale Injekion erforderlich war, schien 
diese Applikationsform auch für die Metformin- bzw. Shamtherapie naheliegend. 
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4.1.2.3 BrdU-Immunhistologie zur Beurteilung der Proliferation 
Zur Beurteilung der Zellproliferation in histologischen Gewebeproben sind zahlreiche 
Methoden verfügbar. Zu den etabliertesten gehören der immunhistochemische Nach-
weis der BrdU-Inkorporation, des Ki-67 Proteins und des proliferating cell nuclear an-
tigen (PCNA) sowie die in situ-Hybridisierung von Histon-mRNA [181,182]. PCNA ist 
ein Hilfsprotein der DNA-Polymerasen δ und ε und wird in Abhängigkeit von den Zell-
zyklusphasen unterschiedlich stark exprimiert. Seine Expression nimmt in der G1-
Phase zu, erreicht in der S-Phase ihr Maximum und nimmt in der G2 und M-Phase 
wieder ab [181,182]. PCNA ist nur eingeschränkt als Proliferationsmarker nutzbar, da 
zwischen einzelnen Zellpopulationen starke Unterschiede in der PCNA-Expression be-
stehen, es außerdem im Rahmen von DNA-Reparaturprozessen exprimiert wird und 
die S-Phase-Fraktion der Zellen nicht sicher bestimmt werden kann [183,184]. Zudem 
zeigte es eine unzureichende Korrelation mit anderen Proliferationsmarkern und ist 
aufgrund seiner langen Halbwertszeit zur Proliferationsbeurteilung von schnell wach-
senden Zellen eher ungeeignet [185,186]. Ki-67 ist ein nukleäres Protein und wird in 
allen Phasen des Zellzyklus, mit Ausnahme der G0-Phase exprimiert [187]. Daher fin-
det der immunhistochemische Nachweis von Ki-67 breite Anwendung in der Patholo-
gie zur Bestimmung der Wachstumsfraktion von Tumoren. Nachteil dieser Methode ist 
die fehlende S-Phase-Spezifität. Des Weiteren wird die Ki-67–Expression durch DNA-
Schäden und Zellzyklusarrest wenig beeinflusst, was bei der Evaluation antineoplasti-
scher Substanzen zu Fehlinterpretationen führen kann [188]. Histon-mRNA wird aus-
schließlich in der S-Phase des Zellzyklus exprimiert und nach dieser rasch degradiert 
[189]. Daher ist ihr Nachweis mittels in situ-Hybridisierung hervorragend geeignet, um 
Zellen innerhalb der S-Phase selektiv darzustellen [190]. Allerdings ist diese Methode 
anfällig für Kontaminationen durch RNAsen und verliert zudem bei Überschreiten einer 
Fixierungszeit von 24 h zunehmend an Sensitivität [191]. Da in dieser Studie der Ein-
fluss verschiedener Substanzen auf relativ schnell proliferierende Tumorzellen unter-
sucht werden sollte, fiel die Wahl auf BrdU als Proliferationsmarker. Sein Einbau in die 
DNA erfolgt hauptsächlich in der S-Phase, jedoch auch zu geringerem Maße bei der 
DNA-Reparatur [192]. Zellen mit BrdU-Inkorporation durch DNA-Synthese zeigen eine 
homogene Braunfärbung des Zellkerns bei histochemischen Nachweis, wohingegen 
Kerne von Zellen, die BrdU im Rahmen von DNA-Reparatur einlagerten, sich braun-
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gepunktet darstellen [193]. Nachteile des BrdU-Labeling bestehen in der Notwendig-
keit der vorherigen intraperitonealen Injektion bei Versuchstieren und einer möglichen 
Mutagenität dieser Substanz [194]. 
4.1.2.4 Planimetrische Bestimmung nekrotischer Tumoranteile 
Da die Gefäßversorgung der meisten Tumoren durch Rekrutierung vorhandener Ge-
fäße und Neoangiogenese in der Peripherie der Neoplasie gesichert wird,  entstehen 
Nekrosen meist zentral aufgrund eines Missverhältnisses von Tumorwachstum und 
Substratversorgung. Vor allem schnell und aggressiv wachsende Tumoren wie das 
PDA zeigen daher häufig zentrale nekrotische Areale [195]. Die Größe von zentralen 
Tumornekrosen belegt daher nicht zwangsläufig die Effektivität einer zytostatischen 
Therapie, da diese vorwiegend in Karzinombereichen mit vorhandener Gefäßversor-
gung wirkt. Daher fokussierten wir uns auf die Analyse nekrotischer Areale am Tumor-
rand, ohne die in den Karzinomen unabhängig von der Behandlung ebenfalls klar er-
kennbaren zentralen Nekrosen zu quantifizieren. Dennoch kann es zu Fehlinterpreta-
tionen kommen, wenn man ausgehend von zweidimensionalen Flächen Messungen 
anhand histologischer Präparate Schlussfolgerungen auf dreidimensionale Strukturen 
zieht. Es ist z.B. möglich, dass Nekrosen im histologischen Präparat lediglich tangen-
tial angeschnitten wurden und somit nicht vollständig repräsentiert waren. Ob jedoch 
eine präzisere Darstellung der Tumornekrosen im Randbereich mittels Magnetreso-
nanztomographie oder kontrastmittelverstärkter Computertomographie möglich gewe-
sen wäre, bleibt äußerst fraglich, da die Quantifizierung dieser kleinen nekrotischen 
Bereiche eine hohe Auflösung voraussetzt. 
4.1.2.5 CAE-Färbung zur Beurteilung der Inflammation 
Die Darstellung der Chloracetatesterase ist eine spezifische und gut etablierte Me-
thode zur selektiven Darstellung neutrophiler Granulozyten und Mastzellen [196]. Das 
Tumormikromilieu enthält zahlreiche Immunzellen. Darunter myeloide Suppressorzel-
len (MDSC), regulatorische T-Zellen und Makrophagen, die in ihrem Zusammenspiel 
eine Immunprivilegierung des Tumors hervorrufen [197]. So unterdrücken beispiels-
weise MDSC die Funktion von T-Effektorzellen [198]. Während die antineoplastische 
Funktion CD8+-zytotoxischer T-Zellen hinreichend untersucht wurde, ist die Rolle von 
neutrophilen Granulozyten innerhalb von Tumoren noch nicht vollständig geklärt. So 
zeigte sich bei einigen Karzinomen eine Assoziation zwischen erhöhter intratumoraler 
Neutrophilenzahl und schlechterer Prognose [199-203]. 
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Andererseits zeigen neutrophile Granulozyten auch eine Antitumoraktivität durch Frei-
setzung des TRAIL-Liganden, TNFα und weiterer zytotoxischer Faktoren [204,205]. In 
dieser Studie konnte kein signifikanter Einfluss der unterschiedlichen Therapien auf 
die Anzahl der neutrophilen Granulozyten innerhalb der Tumoren gezeigt werden. Eine 
zusätzliche Darstellung von CD8+-T-Effektorzellen und Makrophagen wäre wün-
schenswert gewesen, um die Entzündungsreaktion im Bereich der Tumoren genauer 
zu beurteilen. 
4.2 Diskussion der Ergebnisse 
4.2.1 Antineoplastische Wirkung von Gemcitabin 
4.2.1.1 Gemcitabin hemmt die Zellproliferation und induziert den Zelltod in vitro 
Das Pyrimidin-Analogon Gemcitabin findet seit etwa einem Jahrzehnt Anwendung in 
der Therapie der verschiedensten Malignome [206]. Die Gemcitabinmonotherapie ist 
die 1. Wahl zur adjuvanten Chemotherapie nach Resektion eines PDA und ist immer 
noch Erstlinientherapie bei lokal fortgeschrittenen oder metastasierten PDAs [37]. Die 
antiproliferativen Effekte von Gemcitabin auf murine oder humane Pankreaskarzinom-
zellen sind hinreichend bekannt [155,207]. In Einklang mit diesen Studien zeigte 
Gemcitabin bei der Behandlung der drei PDA-Zelllinien sowohl antiproliferative als 
auch pro-apoptotische Effekte. Die dabei verwendeten Gemcitabinkonzentrationen la-
gen weit unterhalb der Plasmakonzentrationen, die während der Chemotherapie des 
PDA beim Menschen erreicht werden [120]. Die Quantifizierung der Sensitivität von 
6606PDA, 6606l und 7265PDA Zellen gegenüber Gemcitabin diente der Charakteri-
sierung dieser neuartigen Zelllinien und bildete den Grundstein für den experimentel-
len Aufbau der in vitro und in vivo Versuche zwecks Evaluation der Kombinationsthe-
rapie von Metformin mit Gemcitabin. 
4.2.1.2 Einfluss von Gemcitabin auf die Pathophysiologie des PDA 
Auch der Einfluss von Gemcitabin auf das Karzinomwachstum wurde bereits in ver-
schiedenen Tiermodellen des PDAs evaluiert [111,208]. Bei Vorversuchen mit dem 
o.g. Therapieprotokoll [111] konnte jedoch keine Reduktion des Tumorgewichtes er-
reicht werden (Daten nicht gezeigt), sodass eine Dosissteigerung auf 50 mg/kg KG 
beschlossen wurde. Dadurch konnte zwar eine Reduktion des Tumorgewichtes durch 
Gemcitabin erreicht werden, jedoch war diese nicht signifikant und weniger ausgeprägt 
als in den Metformin und Metformin+Gemcitabin-Kohorten. Es erscheint unwahr-
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scheinlich, dass diese Ergebnisse aus einer zu geringen Dosis oder fehlerhaften Wirk-
stoffapplikation resultierten, da sich im Differentialblutbild eine deutliche Leukopenie 
als typische Nebenwirkung der Gemcitabintherapie zeigte [209]. Ein anderer Erklä-
rungsansatz besteht aus einer mangelnden Wirkstoffabgabe im Tumor und einer un-
günstigen Tumor-Stroma-Interaktion. Das Adenokarzinom des Pankreas ist charakte-
risiert durch geringe Perfusion und eine ausgeprägte desmoplastische Reaktion 
[105,210]. Neben den eigentlichen Tumorzellen finden sich im Tumormikromilieu En-
dothelzellen, Immunzellen, Fibroblasten und Pankreassternzellen (PSC). Vor allem die 
beiden letzteren Zellentitäten gelten als Vermittler der desmoplastischen Reaktion und 
können das Verhalten von Pankreastumoren hinsichtlich Aggressivität und Chemore-
sistenz negativ beeinflussen [211]. PSC liegen unter physiologischen Bedingungen 
ruhend im Pankreasgewebe und sind durch die Speicherung von Retinol charakteri-
siert [212]. Unter dem Einfluss von Inflammation im Rahmen einer Pankreatitis oder 
eines Karzinoms nehmen sie jedoch Myofibroblasten-ähnliche Eigenschaften an und 
produzieren große Mengen extrazellulärer Matrixproteine wie Laminin, Desmin, und 
Kollagen I & III, welche das Tumorstroma verdichten und den Zugang von Chemothe-
rapeutika zu den Tumorzellen einschränken [213]. Auch bei den in dieser Studie ge-
wonnenen Tumoren konnte in weiterführenden Analysen eine desmoplastische Reak-
tion im Tumorrandbereich nachgewiesen werden [214]. Diese könnte zu einer vermin-
derten Wirksamkeit der Gemcitabin-Monotherapie in vivo beigetragen haben. Zudem 
können sich PSC und Tumorzellen gegenseitig in ihrem Wachstum beeinflussen und 
führen u.a. durch die Förderung der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) zu 
einer erhöhten Chemoresistenz von Karzinomzellen [215-220].  
Ein weiterer Faktor, der die Wirkstoffkonzentration nach Applikation des Chemothera-
peutikums beeinflusst, ist die Perfusion des Tumorgewebes [221]. In einigen Arbeiten 
konnte mittels feingeweblicher Untersuchung von Operationspräparaten eine erhöhte 
Dichte an Kapillaren, Arteriolen und Venolen (microvascular density, MVD) innerhalb 
von PDAs gezeigt werden [222,223]. Dennoch stellen sich Adenokarzinome des Pan-
kreas in bildgebenden Verfahren, wie beispielsweise der kontrastmittelverstärkten 
Computertomographie, im Vergleich zum umgebenden Gewebe als minderperfundiert 
dar [224,225]. Dabei zeigte sich in Studien nicht nur ein verminderter Gesamt-Blut-
fluss, sondern auch eine verminderte Gefäßpermeabilität [226]. Die Ergebnisse der 
Bildgebung deckten sich hierbei mit dem Nachweis eines hypoxischen Milieus im Tu-
Diskussion| 4.2 Diskussion der Ergebnisse 
64 
morinneren [227]. Einige Autoren gehen daher davon aus, dass das ausgeprägte, kol-
lagen- und glykosaminoglykanreiche Stroma einen erhöhten interstitiellen Flüssig-
keitsdruck hervorruft, welcher durch Gefäßkompression die Tumordurchblutung ein-
schränkt und so die Wirkstoffabgabe in das Tumorgewebe reduziert [228,229]. Diese 
Hypothese wird durch die Beobachtungen von Park und Kollegen gestützt, die in ihrer 
Arbeit eine Korrelation zwischen Tumorperfusion und Ansprechen auf eine Radio-
Chemo-Therapie fanden [230]. Vermutlich waren auch die Tumoren in der vorliegen-
den Studie eher minderperfundiert. Zwar zeigten sie vereinzelte Gefäße im Randbe-
reich, die Tumoren erschienen jedoch bei Präparation unmittelbar nach Eröffnung des 
Situs sehr blass. 
Zusammenfassend lässt sich also feststellen, dass Bedingungen für einen antiprolife-
rativen Effekt von Gemcitabin in vitro sich deutlich von denen in vivo unterscheiden. 
Während die Zellen auf der Mikrotiterplatte von allen Seiten gleichmäßig und dauerhaft 
mit Gemcitabin umspült werden, wird die Wirkstoffabgabe im Tiermodell durch ungüns-
tige Perfusionsverhältnisse und ein dichtes Tumorstroma eingeschränkt. Zudem könn-
ten die umgebenden Zellen des Tumormikromilieus verschiedene Wachstumsfaktoren 
freisetzen, welche der antiproliferativen und pro-apoptotischen Wirkung des Gemci-
tabins entgegenwirken können [231].  
4.2.2 Antineoplastische Wirkung von Metformin 
4.2.2.1 Erklärungshypothesen der antineoplastischen Wirkung von Metformin 
Schon vor einigen Jahren suggerierten die Daten epidemiologischer Studien eine As-
soziation zwischen einer Metformintherapie und einem verringerten Erkrankungsrisiko 
für verschiedene Malignome [92,232]. Seitdem wird eine potentielle antineoplastische 
Wirkung von Metformin in der Literatur kontrovers diskutiert, insbesondere da Diabetes 
mellitus, als unabhängiger Risikofaktor für Malignome, einen möglichen Confounder 
dieses Zusammenhangs darstellt. Zahlreiche Arbeiten, darunter sowohl in vitro-Stu-
dien, Tierversuche als auch erste klinische Studien haben sich mit dem Einsatz von 
Metformin als antineoplastisches Agens auseinandergesetzt [233,234]. Zur Erklärung 
der dabei beobachteten antiproliferativen Eigenschaften von Metformin kommen aus 
molekularbiologischer Sicht mehrere Wirkmechanismen in Betracht. 
Von besonderem Interesse ist hierbei die Hemmung des mammalian target of ra-
pamycine (mTOR)-Signalweges durch Metformin (siehe Abb. 14). mTOR ist als Be-
standteil des mTORC1 Komplexes ein wichtiger Regulator der Proteinsynthese. Der 
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mTORC1-Komplex bzw. dessen Regulator, der dimere Hamartin-Tuberin-Proteinkom-
plex (TSC-1/2), stellen einen elementaren Knotenpunkt für verschiedene Signalwege 
dar und dienen der Vermittlung von proliferationsfördernden und anti-apoptotischen 
Signalen [235]. So ist mTORC1 mitverantwortlich für die Signaltransduktion der Re-
zeptortyrosinkinasen verschiedener Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise IGF-1, 
VEGF, EGF und PDGF, deren wachstumsfördernde Eigenschaften auf Tumorzellen 
hinreichend bekannt sind [236–238]. Des Weiteren befindet sich mTOR innerhalb der, 
beim PDA typischerweise veränderten, Signaltransduktionswege von Kras [239], p53 
[240,241] sowie PTEN [242] und erfährt durch diese Mutationen eine Überaktivierung. 
Daher stellen mTOR und seine assoziierten Proteine einen vielversprechenden phar-
makologischen Angriffspunkt für Metformin und andere Pharmaka in der Therapie des 
Pankreaskarzinoms dar.                                              
4.2.2.2 Fragliche antineoplastische Wirkung von Metformin in vitro 
Bis zum heutigen Tage hat sich eine Fülle von Arbeiten mit der Wirkung von Metformin 
alleine oder in Kombination mit anderen antineoplastischen Substanzen in der Zellkul-
tur befasst. Dabei wurden Zelllinien von Prostata-, Bronchial-, Ovarial-, Mamma- und 
Pankreaskarzinome sowie von einer Vielzahl weiterer Malignome untersucht. Dabei 
zeigte Metformin meist antiproliferative Effekte mit Arrest des Zellzyklus in der G1/G0-
Phase, bei einigen Zelllinien führte es zur Induktion der Apoptose [243–254]. Trotz 
dieser mutmaßlich vorteilhaften Effekte von Metformin konnte in dieser Arbeit nur ein 
sehr geringer Effekt von Metformin auf die Zellproliferation und die Apoptose in vitro 
festgestellt werden. Die für die Versuche in der Zellkultur verwendeten Metforminkon-
zentrationen lagen um mehr als drei Zehnerpotenzen über den üblichen Plasmakon-
zentrationen unter antidiabetischer Therapie. Diese betragen im steady state durch-
schnittlich unter 1 mg/l (7,74 µmol/l) und überschreiten bei gesunden Patienten auch 
nach maximaler Dosierung nicht 4 mg/l (30,96 µmol/l) [255]. Zudem zeigte sich erst 
bei einer sehr hohen Konzentration von 100 mM Metformin eine massive Hemmung 
der Proliferationsrate. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre eine unzureichende Auf-
nahme von Metformin in die Karzinomzellen aufgrund einer verminderten oder fehlen-
den Expression des OCT-1 (SLC22A1) und ein toxischer Effekt von Metformin auf die 
Zellmembran bei hohen Konzentrationen [138]. 
























Abbildung 14: Einfluss von Metformin auf den mTORC1-Signalweg. Metformin blo-
ckiert den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette und erhöht so den intrazellu-
lären AMP-Gehalt. Durch Bindung von AMP an die regulatorische γ-Untereinheit der 
AMP-activated protein kinase (AMPK) wird die aktivierende Phosphorylierung an Thr 
172 der katalytischen α-Untereinheit durch die Leberkinase B1 (LKB1) oder Cal-
cium/Calmodulin-abhängige Kinasen-Kinasen (CaMKK) aktiviert. Durch Phosphorylie-
rung der Acetyl-CoA-Carboxylase und der HMG-CoA-Reduktase werden die Fettsäu-
rensynthese und die Cholesterolsynthese gehemmt. Die AMPK phosphoryliert den 
dimeren Hamartin-Tuberin-Protein-Komplex (TSC1/2). Dieser aktiviert die GTPase-
Aktivität von Rheb, welches daraufhin GTP zu GDP hydrolysiert und seine Fähigkeit 
verliert, den mammalian target of rapamycine complex-1 (mTORC1) zu aktivieren. 
Zusätzlich hemmt die AMPK mTORC1 durch direkte Phosphorylierung des regulatory-
associated protein of mTOR (Raptor). Durch Inhibition von mTORC1 werden die 
Proteinsynthese, die Proliferation und die Angiogenese gehemmt und die Apoptose 
gefördert. 
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Da sich jedoch im WST-Assay eine dosisabhängige Hemmung des Zellstoffwechsels 
durch Metformin zeigte und in weiteren Analysen die Expression von SLC22A1 in den 
drei Karzinomzelllinien nachgewiesen werden konnte, ist eine Aufnahme von Metfor-
min über Transportproteine anzunehmen. Geht man nun davon aus, dass Metformin 
in adäquater Menge im Zellinneren vorliegt, müssen andere Mechanismen für die 
„Metforminresistenz“ der PDA-Zelllinien verantwortlich sein. Dabei müssen vor allem 
Mechanismen der Gegenregulation auf Ebene der zellulären Signaltransduktion als 
Reaktion auf eine Hemmung des mTORC1- Komplex in Betracht gezogen werden. 
Aktiver mTORC1 vermittelt über die S6-Kinase eine inhibitorische Phosphorylierung 
und transkriptionale Hemmung des Insulin-Rezeptor-Substrates-1 (IRS-1) sowie des 
growth factor receptor-bound protein 10 (Grb10) und bewirkt somit eine Hemmung des 
von Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgehenden PI3K/Akt-Signalweges [256]. Daher ist es 
möglich, dass eine pharmakologische Inhibition von mTORC1 durch Entfall des nega-
tiven Feedbacks eine Überaktivierung des PI3K/Akt-Signalweges nach sich zieht, die 
dem gewünschten antiproliferativen Effekt entgegenwirkt [257]. 
4.2.2.3 Metformin antagonisiert die antineoplastische Wirkung von Gemcitabin in vitro 
Besonders auffällig waren die Resultate der Kombinationsbehandlung mit Metformin 
und Gemcitabin in vitro, welche in einer Reduktion der pro-apoptotischen Wirkung von 
Gemcitabin resultierte. Diese Ergebnisse scheinen sowohl im Widerspruch zu den Er-
gebnissen des tierexperimentellen Teils dieser Arbeit als auch zum Großteil der Lite-
ratur zu stehen. Die Kombination von Metformin mit konventionellen Zytostatika, wie 
Cisplatin, Carboplatin, Paclitaxel, Doxorubicin, 5-FU, Gemcitabine, Etoposid, Daun-
orubicin, L-Asparaginase sowie mit Tyrosinkinaseinhibitoren in ihrer Wirkung auf ver-
schiedene Karzinomzelllinien wurde in vitro bereits evaluiert [251,258–266]. Die über-
wiegende Mehrheit der Autoren berichtete von einem additiven oder synergistischenen 
Effekt der o.g. Kombinationen. Dabei ist das Vorliegen eines Publikationsbias nicht 
auszuschließen. 
Ein möglicher Erklärungsansatz für die hier gezeigten Ergebnisse besteht im Einfluss 
von Metformin auf den Zellzyklus. Wie bereits in in-vitro Studien gezeigt wurde, ist 
Metformin in der Lage, Tumorzellen am Übergang von der G1- in die S-Phase zu hin-
dern [254,267]. Dies geschieht vor allem durch Hemmung des mTORC1, der maßgeb-
lich an der Zellzyklusprogression beteiligt ist [268–270], zum Teil aber auch durch die 
direkte Aktivierung des FOXO3a Transkriptionsfaktors durch AMPK [271].  
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Da antineoplastische Nukleosidanaloga vor allem in der S-Phase des Zellzyklus in die 
DNA inkorporiert werden, wäre eine Hemmung des Gemcitabin-Einbaus in die DNA 
durch eine Metformin-induzierte Verzögerung des Zellzyklus denkbar [272]. Dadurch 
würden weniger DNA-Strangbrüche entstehen und folglich würde bei weniger Zellen 
der programmierte Zelltod ausgelöst. Diese These ist allerdings nicht in der Lage, die 
von uns gemachten Beobachtungen hinreichend zu erklären. Zum einen konnte für 
Gemcitabin eine Wirksamkeit unabhängig vom Zellzyklus gezeigt werden [9], zum an-
deren belegte der BrdU-Assay, dass zwischen den PDA-Zellen unter Gemcitabinbe-
handlung und denen unter Gemcitabin-Metformin-Kombinationsbehandlung keine sig-
nifikanten Unterschiede in der Zellproliferation bestanden. Es müssen daher andere 
Mechanismen für die Hemmung der Gemcitabin-induzierten Apoptose durch Metfor-
min verantwortlich sein.  
Ein weiteres Erklärungsmodell bieten die bereits oben genannten Gegenregulations-
mechanismen, die bei Hemmung des mTOR-Signalweges durch Metformin in Kraft 
treten. So beschreiben zwei Publikationen eine Antagonisierung der zytotoxischen 
Wirkung von Cisplatin auf Tumorzellen durch Metformin in vitro. Beide Autoren schrei-
ben diesen Effekt einer verstärkten Aktivität der Akt-Kinase zu und konnten die ver-
stärkte Expression dieses Proteins unter Metformineinfluss nachweisen [273,274]. 
Eine verstärkte Stimulation des PI3K/Akt-Signalweges führt zu einer Hemmung des 
programmierten Zelltodes. Akt bewerkstelligt via Phosphorylierung die Inaktivierung 
des Bcl-2-associated death promotor (BAD), einem pro-apoptotischen Protein und ei-
nes pro-apoptotischen Forkhead Transcription Factor (FKHRL1) [275,276]. Darüber 
hinaus hemmt Akt direkt Caspase 9 [277]. Da im Zellmedium durch Zusatz von fetalem 
Kälberserum eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren enthalten ist, welche über Rezep-
tor-Tyrosinkinasen den PI3K/Akt-Signalweg aktivieren, könnte dessen zusätzliche 
Verstärkung der Gemcitabin-induzierten Apoptose entgegenwirken [278].  
Einen weiteren Beitrag zur Hemmung des Zelltodes könnte die Aktivierung der AMP-
Kinase durch Metformin leisten. Dieses Enzym ist der Energiesensor der Zelle und 
vermittelt als Reaktion auf zellulären Stress die Hemmung anaboler Prozesse und be-
wirkt unter anderem die Hemmung des mTORC1 [279]. Jedoch kann die Aktivierung 
der AMPK auch verschiedene Prozesse auslösen, die den Erfolg einer chemothera-
peutischen Behandlung von Karzinomzellen schmälern können. Es zeigte sich, dass 
DNA-Schäden über eine Aktivierung der AMPK zu einer verstärkten Expression von 
DNA-Reparaturenzymen führte, diese jedoch bei AMPK-defizienten Zellen unterblieb 
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[280]. Des Weiteren konnten Xie und Mitarbeiter zeigen, dass es unter Chemotherapie 
zu einer verstärkten Autophagie, vermittelt durch AMPK, in Krebszellen kommt. Man 
geht davon aus, dass der Vorgang der Autophagie maßgeblich zu der Chemoresistenz 
verschiedener Malignome beiträgt [281]. 
Die hier präsentierten Ergebnisse konnten zeigen, dass Metformin nicht nur vorteil-
hafte Eigenschaften bei einem Einsatz als Chemotherapeutikum besitzt. Auch wenn 
zahlreiche epidemiologische Daten und experimentelle Studien die vorteilhafte Wir-
kung von Metformin unterstreichen, sollten potenzielle Nachteile bei einer Kombination 
mit „klassischen“ Chemotherapeutika nicht außer Acht gelassen werden. Wir konnten 
zeigen, dass zumindest in vitro Metformin die Chemotherapie-induzierte Apoptose an-
tagonisieren kann. Allerdings muss dabei beachtet werden, dass die Bedingungen in 
vitro sich wesentlich von den physiologischen Begebenheiten im Tiermodell und im 
Menschen unterscheiden. Im Nährmedium stehen den Tumorzellen nahezu uneinge-
schränkt Wachstumsfaktoren und Nährstoffe zur Verfügung. Im Organismus hingegen 
unterliegt die Substratversorgung des Tumors zahlreichen lokalen und systemischen  
Regulationsmechanismen. Die Ergebnisse aus den hier gezeigten Tierversuchen ver-
deutlichten, dass Metformin scheinbar pleiotrope Effekte in vivo verursachte, die zur 
einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums führten. Darüber hinaus führte 
eine Kombinationstherapie aus Metformin und Gemcitabin zu einer deutlichen Syner-
gie. Die Ursachen für die Effektivität dieser Therapie sollen im Folgenden erörtert wer-
den. 
4.2.2.4 Metformin reduziert das Tumorgewicht in vivo 
Sowohl die Metformin-Monotherapie als auch die Kombinationstherapie aus Metformin 
und Gemcitabin führten zu einer signifikanten Reduktion des Tumorgewichtes im Tier-
versuch im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei führte Metformin nicht zu verstärkter 
Nekrose sondern hemmte die Zellproliferation im Karzinom, wobei diese Hemmung 
nicht signfikant war (Abb. 13 B). Erst die Evaluierung der histologischen Präparate an 
unterschiedlichen Stellen im Karzinom durch eine weitere Person zeigte eine signifi-
kante Hemmung der Zellproliferation in Abhängigkeit vom Abstand zur desmoplasti-
schen Reaktion. Konsistent mit unseren Ergebnissen finden sich in der Literatur zahl-
reiche Arbeiten, die einen wachstumshemmenden Effekt von Metformin in Mausmo-
dellen zahlreicher Malignome beschreiben, wie z.B der Entitäten Nierenzell-, Urothel-
und Endometriumskarzinom sowie multiples Myelom, um nur einige zu nennen [252–
254,282,283]. Einige Arbeitsgruppen haben auch den Effekt von Metformin auf das 
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Tumorwachstum in Tiermodellen des pankreatischen Adenokarzinoms untersucht. So-
wohl die Arbeitsgruppen um Krisztina Kisfalvi, als auch Nair und Kollegen benutzten 
dazu ein orthotopes Pankreaskarzinommodell unter der Verwendung humaner Pan-
kreaskarzinomzelllinien [284,285]. Lonardo et al. hingegen untersuchten die Auswir-
kungen von Metformin auf patient-derived tumour xenografts sowohl nach subkutaner 
als auch nach orthotoper Transplantation [286]. Mohammed et al. evaluierten in ihrer 
Arbeit den Einfluss von Metformin auf die PanIN-Progression in transgenen Mäusen 
(p48Cre/+.LSL-KrasG12D/+C57.B6) [287]. Zum jetzigen Zeitpunkt sind wir unseres Wis-
sens die ersten, die den antineoplastischen Effekt von Metformin in einem syngenen 
und orthotopen Mausmodell untersucht haben. Auch die Kombination von Metformin 
und Gemcitabin wurde bisher noch nicht zur Therapie von Pankreaskarzinomen in ei-
nem orthotopen Modell beschrieben. Suzuki et al. beschrieben eine erfolgreiche Met-
formin-Gemcitabin-Kombinationstherapie bei der Behandlung von patient-derived tu-
mour xenografts von athymischen Mäusen [288]. Die potenzielle antineoplastische 
Wirkung von Metformin scheint hierbei nicht auf einem spezifischen Wirkungsmecha-
nismus alleine zu bewirken, sondern ist eher das Resultat aus einem Zusammenspiel 
pleiotroper Effekte des Medikamentes. 
Metformin führt bei der Therapie des DM2 über Hemmung der hepatischen Glukone-
ognese zu einer Reduktion der Blutglukosekonzentration und damit zu einer geringe-
ren Insulinausschüttung [289]. Es bewirkt darüber hinaus eine Normalisierung der Hy-
perinsulinämie bei normoglykämischen adipösen Patienten und führt zur einer Reduk-
tion des Fettgewebes [290]. In der Theorie kann diese Wirkung bei einem Teil der 
Patienten mit PDA bzw. der Krebspatienten allgemein prognoseverbessernde Effekte 
hervorrufen. Zunächst könnte auf zellulärer Ebene die Reduktion des Insulinspiegels 
für diese Effekte verantwortlich sein [291,292]. PDA-Zellen exprimieren Rezeptoren 
von Tyrosinkinasetyp für Insulin (IR) [293,294], Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 
[295–298] sowie IR/IGF-1-Hybridrezeptoren [299] und zeigen zudem eine Überexpres-
sion von Insulinrezeptorsubstraten (IRS) [300,301]. Sowohl in vitro als auch in vivo 
zeigte sich eine Förderung der Zellwachstums des exokrinen Pankreasgewebes 
[302,303] und eine Steigerung der Tumorzellproliferation durch Insulin [304–306]. Auf-
grund der engen Homologie zwischen den o.g. Rezeptoren ist Insulin auch in der Lage 
als Ligand am IGF-1 Rezeptor zu wirken [307,308]. Zusätzlich führt Insulin zu einer 
verringerten Synthese des Insulin-like growth factor-binding-protein (IGFBP) in der Le-
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ber und erhöht so die Verfügbarkeit von IGF-1 [309]. Somit könnte die Hyperinsulinä-
mie bei DM2 durch Aktivierung der Phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)/Akt/mTOR-Sig-
nalkaskade und des MAP-Kinase-Signalweges über IR, IGF-1R oder Hybridrezepto-
ren die Proliferation von Tumorzellen fördern und anti-apoptotisch wirken [242,310–
312]. Daher kann eine Normalisierung einer Hyperinsulinämie durch antidiabetische 
Therapie dem Karzinomwachstum abträglich sein. Des Weiteren leistet die erhöhte 
Blutglukosekonzentration bei Typ-2-Diabetikern einen Beitrag zur Pathogenese des 
PDA. Neben der Bereitstellung von Energie im Sinne des Warburg Effekts [313,314] 
fördern hohe Blutglukosekonzentrationen die Expression und Transaktivierung des 
Rezeptors für den endothelial growth factor (EGFR) [315]. Außerdem zeigte sich im 
Tierversuch eine Überexpression des receptor for advanced glycation end products 
(RAGE) in PanINs und PDAs, einhergehend mit gesteigerten Autophagozytose und 
reduzierter Apoptose. Daher könnte der vermehrte Anfall von AGEs bei DM2 ebenfalls 
zur Tumorinduktion und –progression beitragen [316,317]. Diese Senkung der Blutglu-
kosekonzentration durch Metformin könnte somit zu den protektiven und antineoplas-
tischen Eigenschaften dieses Medikamentes beitragen. Des Weiteren wird durch die 
Verminderung des Fettgewebes unter Metformintherapie dessen Ausschüttung proin-
flammatorischer und proliferationsfördernder Zytokine gehemmt [318]. 
Zur Erklärung der hier gezeigten Ergebnisse im Tierversuch reichen die genannten 
Hypothesen jedoch nicht vollständig aus, da weder eine deutliche Gewichtsreduktion, 
noch eine langfristige, stärkere Reduktion der Blutglukosekonzentration beobachtet 
wurde (Abb. 10 A). Die bei einigen Mäusen beobachtete transiente Hypoglykämie nach 
einer Woche Metformintherapie (Abb. 10 C), stellt eine untypische Nebenwirkung des 
Medikamentes dar, welche zwar eine Dosisreduktion notwendig machte, vermutlich 
aber aufgrund ihrer kurzen Dauer keinen Einfluss auf das Tumorwachstum genommen 
hat [319,320]. Da keine dauerhafte Senkung der Blutglukosekonzentration durch Met-
formin erreicht wurde, ist es unwahrscheinlich, dass Metformin wesentlichen Einfluss 
auf den Insulinspiegel genommen hat. Dennoch könnte Metformin die Insulin/IGF-1-
Signaltransduktion beeinflusst haben. Bei Brustkrebspatientinnen konnte eine signifi-
kante Reduktion der Insulinrezeptorexpression und eine verminderte Aktivität von Akt 
durch Metformin erreicht werden [321]. Zudem konnte in einigen Tumormausmodellen 
des Magen- und des Pankreaskarzinoms eine Downregulation von IGF-1-Rezeptoren 
unter Metformintherapie gezeigt werden [249,322]. Zudem ist anzunehmen, dass die 
unter 4.2.1.2 beschriebene Gegenregulation der mTORC1-Inhibition im Tierversuch 
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weniger ins Gewicht fällt, da in vivo weniger Agonisten von Rezeptor-Tyrosinkinasen 
als in der Zellkultur verfügbar sind. Für den Erfolg der Metformintherapie könnte jedoch 
auch eine Modifikation der Tumor-Stroma-Interaktion und des Tumormikromilieus ver-
antwortlich sein. Wie schon zuvor erwähnt, verstärken sich Karzinomzellen und die 
Zellen des Tumorstromas, namentlich pankreatische Sternzellen und Fibroblasten, ge-
genseitig in ihrem Wachstum durch parakrine Signale. [267,323-326]. Es wäre daher 
möglich, dass Metformin auch beim PDA die desmoplastische Reaktion reduziert und 
somit dem aggressiven Wachstum entgegenwirkt. Jedoch zeigte sich in den weiterfüh-
renden Analysen der histologischen Proben durch die Doktorandin Ann-Christin Albert, 
nur ein geringer Einfluss von Metformin auf das Ausmaß der desmoplastischen Reak-
tion.  
Die Modifikation der zellulären Energiegewinnung der Karzinomzellen stellt einen wei-
teren potenziellen Mechanismus der Metforminwirkung dar. Zahlreiche Daten stützen 
die Hypothese, dass PDA-Zellen einen Großteil ihrer Energie aus einer verstärkten 
aeroben Glykolyse im Sinne des klassichen Warburg-Effektes gewinnen und weniger 
auf die oxidative Phosphorylierung in Mitochondrien angewiesen sind [327–330]. Eine 
Metformin-induzierte Aktivierung der AMPK hätte in dem Falle sogar eine Verstärkung 
der Glykolyse zur Folge [331]. Für andere Tumoren wurde kürzlich ein neues Erklä-
rungsmodell der Energiegewinnung mit zwei „Kompartimenten“ vorgeschlagen [332]. 
Es mehren sich Hinweise, dass Tumorzellen sehr wohl oxidative Phosphorylierung be-
treiben und energiereiche Substrate aus Stromazellen beziehen, indem sie diese zu 
Autophagie, Mitophagie und aerober Glykolyse anregen [333,334]. Auch einige Pan-
kreaskarzinome zeigen einen solchen metabolischen Phänotyp [335]. Metformin 
könnte in diesem Falle als potenter Inhibitor der mitochondrialen Atmungskette die 
Energieversorgung von Tumorzellen stark einschränken.  
Zudem zeigte sich, dass Metformin vor allem zytotoxisch auf ruhende Tumorzellen 
wirkt. Diese Tumorzellen besitzen Stammzelleigenschaften (cancer stem cells, CSC) 
und werden nur unzureichend durch konventionelle Chemo- oder Strahlentherapie zer-
stört [286,336–338]. Zahlreiche Autoren sehen in diesen CSCs den Ursprung der 
Chemo- bzw. Strahlenresistenz des Pankreaskarzinoms und die Ursache für dessen 
hohe Rezidivrate [339–343].  
Auch eine Veränderung der Immunantwort durch Metformin könnte für die Reduktion 
der Tumormasse mitverantwortlich sein. Beim PDA unterbleibt eine effektive Anti-Tu-
mor-Immunantwort zum einen durch eine verminderte Immunogenität des Tumors 
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selbst und zum anderen durch eine unzureichende Aktivität von Immunzellen [344-
348]. In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Metformin durch verminderte 
Apoptose von CD8+-T-Zellen, Reduktion tumorassoziierte Makrophagen sowie durch 
Re-Expression des major histocompatibility complex (MHC-I) zu einer verstärkten Anti-
Tumor Immunantwort beitragen [349-356].  
Alle genannten Wirkmechanismen von Metformin könnten in dieser Studie zu einer 
Reduktion des Tumorgewichtes durch die Metformin- bzw. Metformin+Gemcitabin-
Therapie beigetragen haben. Eine sorgfältige Analyse aller möglichen Mechanismen 
ist diesbezüglich jedoch notwendig, um den antineoplastischen Effekt von Metformin 
zu verstehen.  
Unabhängig von den zugrunde liegenden Mechanismen konnte mit dem hier präsen-
tierten Tierversuch belegt werden, dass die antineoplastische Wirkung von Metformin 
auf Pankreaskarzinome über eine bloße Senkung der Blutzuckerspiegel und Insulin-
ausschüttung hinausgeht und diese auch bei nichtdiabetischen Individuen zum Aus-
druck kommt. Darüber hinaus führte eine Kombinationstherapie aus Metformin und 
Gemcitabin zu einer Synergie der beiden Substanzen. 
4.2.3 Relevanz der Ergebnisse 
Die innerhalb weniger Jahren veröffentlichte Vielzahl von Studien, die sich mit der Eva-
luation möglicher antineoplastischen Eigenschaften von Metformin in vitro und in vivo 
beschäftigten, spiegelt die allgemeine Euphorie um diese seit Jahrzehnten bewährte 
Medikament wider. In den letzten Jahren wurde damit begonnen, Metformin als anti-
neoplastisches Agens im Rahmen klinischer Studien zu erproben. Dabei stammen bis-
her vorliegende Daten zum Mamma-Karzinom meist aus sog. window of oppurtunity-
Studien. Die Interventionen erfolgten mit Metformin bzw. mit einem Placebo, alleine 
oder in Kombination mit anderen Substanzen, zwischen dem Zeitpunkt der Diagnose 
mittels Tumorbiopsie und der operativen Resektion des Tumors. Dabei fanden die Au-
toren keinen signifikanten Effekt von Metformin auf das Proliferationsverhalten der Tu-
moren, fanden jedoch in Subgruppenanalysen eine zum Teil signifikante antiprolifera-
tive Wirkung bei übergewichtigen Patientinnen oder solchen mit erhöhter Insulinresis-
tenz [234,357]. In Anbetracht  des geringen medianen Gesamtüberlebens von etwa 
sechs Monaten bei Patienten mit fortgeschrittenem PDA erscheint eine Verlängerung 
dieses Zeitraums um einige Wochen schon als großer Fortschritt [358]. Eine Metfor-
mintherapie war in einer aktuellen retrospektiven Studie mit einem verlängerten Ge-
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samtüberleben von Patienten mit fortgeschrittenem PDA unter palliativer Chemothe-
rapie assoziiert [359]. Im Gegensatz dazu konnte in zwei kürzlich durchgeführten 
Phase II Studien keine Verlängerung des Überlebens durch eine Kombination von Met-
formin mit Gemcitabin und Erlotinib bzw. mit Paclitaxel erreicht werden [360, 361]. 
Trotzdem untermauern die Ergebnisse unsererer Studie die Empfehlung bei gleichzei-
tigem Vorliegen eines PDA und eines Diabetes mellitus Metformin vor anderen antidi-
abetischen Pharmaka zur Kontrolle der Blutglukosekonzentration den Vorzug zu ge-
ben [362]. In Anbetracht der in dieser Studie belegten antiapoptotischen Wirkung von 
Metformin auf Karzinomzellen muss man bei einer Kombination von Metformin mit 




























Zurzeit befassen sich zahlreiche klinische Interventionsstudien mit dem Einsatz von 
Metformin als Bestandteil der Chemotherapie. Es bleibt abzuwarten, ob deren Ergeb-
nisse ähnlich enttäuschend sind wie in der Studie von Kordes et al. [360] oder ob sie 
an den Erfolg präklinischer Arbeiten anknüpfen können. Möglicherweise muss die Do-
sierung von Metformin in der Tumortherapie anders erfolgen als bisher praktiziert oder 
es müssen die pharmakologischen Eigenschaften des Medikamentes modifiziert wer-
den. Am Beispiel von nab-Paclitaxel zeigt sich, wie sich durch eine Veränderung der 
Galenik eines bewährten Wirkstoffes dessen Pharmakokinetik und Effektivität verbes-
sern lassen [363]. In Analogie dazu wäre eine Modifikation der pharmakokinetischen 
Eigenschaften von Metformin erstrebenswert. Dadurch könnte bei gleichzeitiger Erhö-
hung der intratumoralen Wirkstoffkonzentration die Gesamtdosis reduziert werden. 
Trotz der ernüchternden Ergebnisse der kürzlich publizierten Studien bleibt zu hoffen, 
dass sich andere Zytostatika als „Synergiepartner“ finden, die in Kombination mit Met-
formin bessere Ergebnisse erzielen. Zudem steht mit Phenformin ein weiteres, weniger 
gut erforschtes Biguanid zu Verfügung. Zwar spielt es in der antidiabetischen Therapie 
kaum noch eine Rolle, zeigte jedoch bereits in in vivo-Studien antineoplastische Wir-
kung [364]. Phenformin besitzt eine höhere Lipophilität als Metformin und gelangt auch 
ohne spezifische Transportproteine in Tumorzellen [465]. Daher wäre es möglich, dass 
Phenformin durch das Erreichen einer höheren intrazellulären Wirkstoffkonzentration 
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 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas gehört trotz der Entwicklung multi-
modaler Therapiekonzepte und neuer Chemotherapieregime zu den Maligno-
men mit der fatalsten Prognose.  

 Der überwiegende Teil der Patienten mit PDA wird in einem fortgeschrittenen 
Stadium der Erkrankung diagnostiziert und ist auf eine palliative Behandlung 
auf der Grundlage einer Chemotherapie angewiesen. 
 
 Auch neuere Chemotherapieregime verlängern das Überleben bei lokal fortge-
schrittenen oder metastasierten Pankreaskarzinomen nur um wenige Monate. 
 
 Epidemiologische Studien suggerieren einen protektiven Effekt von Metformin 
hinsichtlich des Erkrankungsrisikos für das Pankreaskarzinom.  
 
 Ziel dieser Studie war es, einen möglichen antineoplastischen Effekt von Met-
formin auf die Pathophysiologie des duktalen Adenokarzinoms, sowohl in vitro 
als auch in vivo, zu evaluieren. 
 
 Metformin antagonisiert den pro-apoptotischen Effekt des Chemotherapeuti-
kums Gemcitabin in vitro. 
 
 Metformin entfaltet einen antineoplastischen Effekt in vivo und reduziert das Tu-
morgewicht. 
 
 Metformin zeigt zusammen mit Gemcitabin eine antineoplastische Synergie. 
Eine Kombinationstherapie mit Metformin und Gemcitabin führt zu einer starken 
Reduktion des Tumorgewichtes. 
 
 Metformin könnte in Zukunft als Bestandteil der Chemotherapie zu einem ver-
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